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RESUME 	 La	 sclérose	 latérale	 amyotrophique	 (SLA)	 est	 une	 pathologie	 complexe	multifactorielle	 dont	 les	 mécanismes	 de	 dégénérescence	 des	 motoneurones	 et	 de	propagation	rapide	au	sein	du	système	nerveux	sont	encore	incertains.	Par	l’utilisation	du	nématode	 Caenorhabditis	 elegans,	 nous	 avons	 pu	 investiguer	 génétiquement	 et	pharmacologiquement	 certains	 facteurs	entrant	 en	 jeu	dans	 la	 toxicité	de	TDP-43	et	FUS.	Des	 mutations	 dominantes	 dans	 ces	 protéines	 liant	 l’ADN	 et	 l’ARN,	 structurellement	 et	fonctionnellement	 proches,	 sont	 des	 causes	 de	 SLA	 familiales.	 Nous	 avons,	 par	 le	 passé,	construit	 un	 modèle	 de	 ver	 transgénique	 possédant	 le	 gène	 TARDBP	 ou	 FUS	 codant	respectivement	 pour	 les	 protéines	 humaines	 TDP-43	 ou	 FUS,	 sous	 le	 contrôle	 d’un	promoteur	 exprimé	 seulement	 dans	 les	 neurones	GABAergiques.	 Uniquement	 lorsque	 les	gènes	TARDBP	ou	FUS	sont	mutés,	des	symptômes	relatifs	à	la	SLA	apparaissent	au	cours	du	temps,	à	savoir	une	paralysie	progressive	et	une	neurodégénérescence	des	motoneurones	GABAergiques.	 Nous	 avons	 voulu	 connaître	 le	 rôle	 que	 pouvait	 jouer	 le	 système	immunitaire,	dont	des	évidences	croissantes	montrent	une	implication	dans	la	SLA,	dans	la	protéotoxicité	liée	à	ces	protéines	dans	nos	modèles	de	ver.	Dans	un	premier	temps,	nous	avons	évalué	la	motricité	des	vers	en	milieu	solide	et	en	milieu	liquide,	et	grâce	à	des	vers	transgéniques	exprimant	la	GFP	dans	les	neurones	GABAergiques,	nous	avons	pu	quantifier	la	 neurodégénérescence.	 Nos	 résultats	 soulignent	 un	 rôle	 prévalent	 de	 l’orthologue	 de	 la	protéine	du	système	immunitaire	 innée	Sarm1	chez	 le	ver,	TIR-1,	ainsi	que	 les	kinases	en	aval	 dans	 la	 pathologie.	 Nous	 avons	 pu,	 de	 surcroît,	 utiliser	 le	marqueur	NLP-29	 dont	 le	promoteur	lié	à	la	GFP	nous	indique	l’activation	de	la	voie	Sarm1	dans	l’ensemble	du	ver	et	non	seulement	dans	les	neurones.	De	manière	intéressante,	l’activation	de	ces	protéines	se	produit	 entre	 autres	 dans	 des	 cellules	 non-neuronales	 de	 manière	 paracrine	 suggérant	qu’un	 signal	 de	 danger	 opère	 extracellulairement	 et	 vraisemblablement	 à	 travers	 un	récepteur	 membranaire.	 Ces	 dernières	 années,	 un	 nombre	 important	 d’études	 met	 en	lumière	 le	 rôle	 proéminent	 des	 microARNs	 dans	 des	 maladies	 telle	 que	 la	 SLA.	Classiquement	vus	comme	des	régulateurs	de	l’expression	post-transcriptionnelle,	ce	qui	en	font	 notamment	 des	 outils	 antiviraux	 puissants,	 ils	 peuvent	 agir	 à	 d’autres	 niveaux	 et	notamment	comme	ligands	de	récepteurs	Toll-like	(TLRs),	eux	aussi	impliqués	dans	la	SLA.	
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Outre	 le	 potentiel	 biomarqueur	de	 ces	 petites	molécules,	 nous	 avons	 investigué	 leur	 rôle	dans	 la	 neurodégénérescence	 observée	 dans	 la	 SLA.	 Ainsi,	 dans	 une	 deuxième	 partie	d’étude,	 nous	 avons	 utilisé	 des	 mutants	 pour	 différentes	 protéines	 impliquées	 dans	 la	biogénèse	 des	 microARNs	 et	 trouvé	 qu’elles	 étaient	 partie	 intégrante	 du	 processus	 de	paralysie	 et	 de	 dégénérescence	 des	 vers	 TDP-43A315T.	 Plus	 encore,	 le	 microARN	 let-7	pourrait	être	une	molécule	signal	transitant	entre	les	neurones	et	les	cellules	avoisinantes.	Enfin,	 des	 analyses	 bio-statistiques	 prédisent	 la	 possibilité	 que	 let-7	 se	 lie	 au	 récepteur	TOL-1,	l’unique	orthologue	des	TLRs	chez	C.	elegans.	Les	propriétés	des	microARNs	en	font	en	 effet	 des	 cibles	 de	 choix	 dans	 la	 recherche	 de	 nouveaux	 acteurs	 dans	 la	 SLA	 et	 de	potentielles	cibles	thérapeutiques.																					Mots	 clés	:	 C.	 elegans,	 sclérose	 latérale	 amyotrophique,	 TDP-43,	 FUS,	 dégénérescence,	système	immunitaire,	microARN,	let-7,	récepteur	Toll-like,	propagation	trans-cellulaire.	
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ABSTRACT		 Amyotrophic	lateral	sclerosis	is	a	complex	multifactorial	pathology	characterized	by	the	 progressive	 spread	 of	 motor	 neuron	 degeneration.	 Unfortunalety,	 the	 underlying	disease	 mechanisms	 remain	 unclear.	 By	 using	 the	 nematode	 Caenorhabditis	 elegans,	 we	were	able	to	investigate	genetically	and	pharmacologically	some	factors	involved	in	TDP-43	or	 FUS	 proteotoxicity.	 Dominant	mutations	 in	 these	 structurally	 and	 functionally	 similar	DNA/RNA	binding	proteins,	are	causative	for	familial	ALS.	We	have	constructed	transgenic	
C.	elegans	models	expressing	human	TARDBP	or	FUS	genes	-	encoding	respectively	TDP-43	and	FUS	-	only	in	GABAergic	motor	neurons.	In	these	transgenics	animals,	the	expression	of	mutant	TARDBP	or	FUS	alleles	results	in	early	the	motor	deficits	leading	to	age-dependent	paralysis	accompanied	by	neuronal	protein	aggregation.	Using	transgenic	strain	expressing	GFP	in	GABAeric	neurons,	we	found	an	increased	rate	of	neurodegeneration	in	TDP-43	and	FUS	mutants.	With	 these	models	we	 investigated	 the	potential	 role	of	 the	 innate	 immune	system	 as	 a	modifier	 of	 these	 phenotypes.	 Our	 results	 highlight	 a	 prevalent	 role	 for	 the	worm’s	 innate	 immune	system,	and	specifically	 the	TIR-1/Sarm1	pathway	and	associated	downstream	 kinases	 in	 neurodegeneration.	We	 used	 GFP	 fluorescence	 linked	 to	 NLP-29	promoter	to	indicate	Sarm1	pathway	activation	in	the	entire	worm.	Interestingly,	activation	of	 the	 TIR-1/Sarm1	 pathway	 occurs	 in	 a	 paracrine	 manner	 in	 non-neuronal	 cells,	suggesting	 that	 a	 danger	 signal	 operates	 extracellularly	 likely	 through	 a	 membrane	receptor.	 In	a	past	 few	years,	a	number	of	studies	have	highlighted	 the	prominent	role	of	microRNAs	 in	diseases	 such	as	ALS.	Traditionally	 seen	as	post-transcriptional regulators,	what	 makes	 them	 powerful	 antiviral	 tools	 is	 that	 they	 can	 act	 at	 other	 levels	 and	 in	particular	 as	 Toll-like	 receptors	 (TLRs)	 ligands,	 also	 involved	 in	 ALS.	 	 In	 addition	 to	 the	biomarker	 potential	 of	 these	 small	 molecules,	 we	 investigated	 their	 role	 in	 the	neurodegeneration	observed	 in	ALS.	As	a	 result,	 in	 the	a	 second	section	of	 this	 study,	we	used	worms	mutant	for	several	proteins	involved	in	the	biogenesis	of	microRNAs	and	found	that	 they	 were	 involved	 in	 the	 process	 of	 TDP-43A315T-independent	 paralysis	 and	neurodegeneration.	Moreover,	 the	microRNA	let-7	seems	to	be	a	signal	molecule	 involved	in	 the	 non-cell	 autonomous	 trans-neuronal	 and	 trans-cellular	 spread	 of	 motor	 neuron	degeneration.	Finally,	bio-statistical	analyzes	predict	 the	possibility	that	 let-7	binds	to	the	
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TOL-1	 receptor,	 the	 single	ortholog	of	TLRs	 in	C.	elegans.	Thus	microRNAs	may	be	prime	targets	for	ALS	therapeutic	intervention.																													Key	words	:	C.	elegans,	Amyotrophic	 lateral	sclerosis,	TDP-43,	FUS,	degeneration,	 immune	system,	microRNA,	let-7,	Toll-like,	receptor,	trans-cellular	spread.	
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I. Introduction 	 D’après	un	rapport	de	l’organisation	mondiale	de	la	santé	publié	en	2006,	environ	12%	des	décès	constatés	à	 travers	 le	monde	 (en	2005	et	 selon	 les	estimations,	 aussi	en	2015)	étaient	 dus	 à	 un	 désordre	 neurologique,	 dont	 10%	 causés	 par	 un	 problème	 cérébro-vasculaire	 engendré	 par	 une	 maladie	 neurodégénérative	 sous-jacentea .	 Les	 maladies	neurodégénératives	 sont,	 de	 fait,	 au	 cœur	 d’une	 majorité	 d’études	 et	 restent	 souvent	incomprises	et	incurables.	Le	système	nerveux	est	vu	comme	un	ensemble	fragile,	sensible	aux	 stress	 et	 préservé	 du	 système	 immunitaire.	 Pourtant,	 l’interface	 entre	 le	 système	immunitaire	 et	 le	 système	 nerveux	 est	 un	 champ	 d’investigation	 non	 seulement	 très	intéressant,	mais	aussi	très	fructueux.	À	l’aide	d’idées	émergentes	dans	d’autres	domaines,	nous	 avons	 tenté	 de	 comprendre	 des	 phénomènes	 que	 vraisemblablement	 les	 dogmes	actuels	ne	 suffisent	plus	à	expliquer.	La	mécanistique	à	 l’orée	de	 la	neurodégénérescence	observée	dans	 la	maladie	de	 la	 sclérose	 latérale	 amyotrophique	 (SLA)	 sera	 l’objet	de	nos	travaux.	 Nous	 décrirons	 dans	 un	 premier	 temps	 la	 SLA,	 puis	 nous	mettrons	 en	 évidence	l’implication	du	système	immunitaire	dans	cette	maladie	et	enfin,	appuyés	sur	la	diffusion	d’un	signal	de	la	région	lésée	aux	territoires	nerveux	plus	lointains,	nous	traiterons	du	rôle	des	microARNs	dans	ce	phénomène	de	propagation.			
I.1. LA SCLÉROSE LATÉRALE AMYOTROPHIQUE 	
I.1.1. Description et épidémiologie 	La	 sclérose	 latérale	 amyotrophique	 (ou	 SLA)	 est	 une	 maladie	 rare	 et	 complexe,	 aux	manifestations	variées,	motrices	la	plupart	du	temps,	mais	pas	uniquement.	La	SLA	est	une	maladie	 chronique	 touchant	 le	 système	 nerveux	 central	 et	 périphérique.	 Les	 patients	
																																																								a	D’après	le	livre	Neurological	Disorders:	Public	Health	Challenges	de	la	World	Health	Organization,	2006,	chapitre	2.	ISBN	:	978	92	4	156336	9.	
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au	 hasard.	 Echelle	 d’évaluation	 fonctionnelle	 (ALSFRS,	 ALS	 Functional	 Rating	 Scale)	 des	patients	 en	 fonction	 des	 mois	 passés	 après	 leur	 première	 visite.	 L’echelle	 d’évaluation	fonctionnelle	 est	 basée	 sur	 13	 questions	 auxquelles	 les	 patients	 répondent	 telles	 que	l’évaluation	de	 la	 capacité	 à	parler,	 avaler	 ou	marcher.	 Les	 réponses	donnent	un	 score,	 0	étant	 le	pire	 (totale	dépendance)	et	40	 le	meilleur	 (parfaite	 santé).	Les	patients	avec	une	forme	 bulbaire	 sont	 indiqués	 en	 rouge	 et	 ceux	 avec	 une	 forme	 spinale	 en	 bleu.	 D’après	Swinnen	et	Robberecht,	2014	[3].						
I.1.2. Les formes sporadiques 	 L’avènement	des	formes	sporadiques	est	dû	au	vieillissement	du	système	nerveux,	à	des	 facteurs	 génétiques	 et	 environnementaux,	 bien	 que	 les	 principales	 causes	 restent	 à	élucider.	L’évolution	des	formes	sporadiques	et	familiales	est	similaire,	mais	ces	dernières	semblent	 survenir	 10	 ans	 plus	 tôt.	 Les	 facteurs	 environnementaux	 à	 risque	 sont	principalement	le	tabagisme,	qui	augmente	le	risque	de	développer	la	maladie	jeune,	mais	ne	change	en	rien	la	progression	ou	l’intensité	de	la	pathologie	[5],	et	l’exposition	à	certains	composés	 chimiques	 comme	 le	 formaldéhyde	ou	 les	métaux	 lourds	 	 (bien	que	 les	 études	soient	assez	contradictoires)	[5,6]	(Pour	revue	:	[7]).	Les	athlètes	de	haut	niveau,	à	l’instar	de	 Lou	 Gehrig,	 sembleraient	 être	 plus	 à	 risque	 de	 développer	 la	 SLA,	 mais	 une	 étude	 a	
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montré	qu’une	grande	activité	physique	n’est	pas	un	facteur	de	risque.	La	corrélation	entre	les	 athlètes	 et	 le	 risque	 accru	 serait	 due	 à	 un	 certain	 profil	 génétique	 [5](Pour	 revues	:	[7,8]).	D’une	manière	générale,	 les	 traumatismes	répétés	à	 la	81tête,	mais	non	aux	autres	parties	du	 corps	 –	 comme	 ceux	qu’occasionnent	des	 sports	de	 contact	 telle	 que	 la	 boxe	 -	sont	des	facteurs	de	risques	de	développer	la	SLA	[9].	Les	avis	quant	aux	facteurs	tels	que	les	 cyanobactéries	 et	 les	 champs	 électromagnétiques/champs	 électriques	 sont	 assez	controversés	 [7].	 Enfin,	 le	 contact	 avec	 les	 pesticides	 serait	 pour	 le	 développement	 de	 la	SLA,	comme	d’autres	maladies	neurodégénératives,	également	un	facteur	à	risque	[7].		
I.1.3. Les formes familiales 	 Avec	la	découverte	d’une	mutation	associée	à	la	SLA	familiale	dans	le	gène	SOD1	en	1993	 [10],	 les	 recherches	 associant	 cette	 maladie	 et	 des	 mutations	 géniques	 se	 sont	multipliées,	 menant	 à	 38	 le	 nombre	 de	 gènes	 impliqués	 dans	 la	 SLA	 connus	 à	 l’heure	actuelle,	 bien	 que	 certains	 restent	 encore	 à	 confirmer.	 Nous	 détaillerons	 dans	 les	paragraphes	 suivants	 certains	 de	 ces	 gènes,	 leurs	 caractéristiques	 et	 leurs	 rôles	 dans	 la	pathologie.		
I.1.3.1. SOD1 	 SOD1	(Figure	2)	est	une	enzyme	qui	catalyse	la	conversion	de	l’anion	superoxyde	O2•	en	 peroxyde	 d’hydrogène.	 Ce	mécanisme	 protecteur	 empêche	 l’accumulation	 de	 radicaux	libres,	et	ainsi	d’infliger	des	dommages,	notamment	à	l’ADN.	Un	lien	a	été	découvert	entre	une	mutation	(substitution)	dans	 le	gène	SOD1	et	 la	SLA	familiale	en	1993	[10].	La	même	année,	l’analyse	de	cerveaux	de	patients	(10	individus	sains,	4	ayant	la	SLA	familiale	dont	3	ayant	 une	mutation	 dans	 SOD1	 et	 11	 cas	 sporadiques)	 a	 montré	 une	 activité	 réduite	 de	l’enzyme	SOD1	dans	 les	cas	héréditaires,	qu’il	y	ait	ou	non	mutation	dans	SOD1,	ainsi	que	des	dommages	oxydatifs	dans	les	cas	sporadiques	[11].	La	protéine	mutante	SOD1	est	non	seulement	 déficitaire	 dans	 sa	 fonction,	 mais	 inhibe	 également	 les	 protéines	 normales	formées	 par	 l’allèle	 sain.	 SOD1	 est	 le	 gène	 le	 plus	 étudié	 grâce	 aux	 nombreux	 modèles	animaux,	 que	 ce	 soit	 chez	 le	 porc,	 la	 souris,	 le	 poisson	 zèbre,	 la	 drosophile	 ou	 encore	 le	
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nématode	C.	elegans	[12-16].	Les	mutations	les	plus	communes	affectant	l’activité	de	cette	enzyme	 sont	 D90A,	 A4V	 et	 G93A.	 L’augmentation	 de	 radicaux	 libres	 générée	 cause	 une	dégradation	nucléaire	et	mitochondriale	[17]	(Pour	revue	:	[18]).	La	protéine	mutée	SOD1,	qui	 se	 retrouve	 mal	 repliée,	 serait	 responsable	 de	 l’excitotoxicité	 [19,20],	 du	 stress	 du	réticulum	endoplasmique	[21],	de	l’inhibition	du	protéasome	[22,23],	d’un	transport	axonal	altéré	 [24,25],	 d’un	 déficit	 des	 vésicules	 synaptiques	 [26]	 et	 d’une	 perte	 des	 jonctions	serrées	 [27].	 Enfin,	 la	mutation	 dans	 SOD1	 entrainerait	 une	 toxicité	 extracellulaire	 de	 la	protéine	relâchée	par	 les	cellules	 (gain	de	 fonction	 toxique	et	non	perte	de	 fonction	de	 la	protéine),	d’une	manière	similaire	aux	prions	(Pour	revue	:	[28]).								 	
	
Figure	 2	:	 Structure	 primaire	 du	 gène	 SOD1	 et	 de	 sa	 protéine.	 (Haut),	 gène	 humain	
SOD1	 composé	 de	 5	 exons	 (rectancles).	 (Bas),	 protéine	 humaine	 SOD1	 de	 154	 acides-aminés.	En	violet	les	domaines	d’interaction	protéique,	en	jaune	les	domaines	d’interaction	avec	 le	 cuivre,	 en	 bleu	 les	 domaines	 d’interaction	 avec	 le	 zinc,	 en	 vert	 le	 domaine	d’interaction	 avec	 le	 cuivre	 et	 le	 zinc.	 Les	 numéros	 correspondent	 au	 numéro	 de	 l’acide-aminé	sur	les	154	indiquant	le	début	des	domaines	d’interaction	protéique.			
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I.1.3.2. TDP-43 	 La	 protéine	 TDP-43	 (Trans-active	 response	 DNA	 binding	 protein)	 de	 43kDa	 a	 été	initialement	découverte	pour	son	rôle	dans	la	répression	de	la	transcription	du	VIH	(virus	de	 l’immunodéficience	 humaine)	 [29].	 En	 2006,	 des	 agrégats	 de	 TDP-43	 ont	 été	 trouvés	dans	 des	 cas	 de	 patients	 atteints	 de	 SLA	 ou	 de	 démences	 fronto-temporales	 (DFT)	 [30].	Plusieurs	mutations	sur	le	gène	tardbp,	composé	de	6	exons	et	codant	pour	TDP-43,	ont	été	décelées,	la	plupart	étant	dans	le	domaine	riche	en	glycine	(Figure	3).	TDP-43	est	également	composée	de	deux	domaines	de	 reconnaissance	des	ARNs	 (RRM,	RNA	 recognition	motif),	d’un	 signal	 de	 localisation	 au	 noyau	 (NLS,	 nuclear	 localization	 signal)	 et	 d’un	 signal	d’exportation	du	noyau	(NES,	nuclear	export	signal)	(Figure	3).							
	
Figure	3	:	Structure	primaire	du	gène	TARDBP	et	de	sa	protéine	TDP-43.	(Haut),	gène	humain	TARDBP	composé	de	6	exons	(rectancles).	(Bas),	protéine	humaine	TDP-43	de	414	acides-aminés.	NLS,	nuclear	localization	signal	;	RRM,	RNA	recognition	motif	;	NES,	nuclear	export	 signal	;	 Glycine-rich,	 domaine	 riche	 en	 glycine	 ;	 Nter,	 région	 terminale	 NH3	;	 Cter,	région	 terminale	 COOH.	 Les	 numéros	 correspondent	 au	 numéro	 de	 l’acide-aminé	 sur	 les	414.	La	position	de	la	mutation	A315T	a	été	représentée.	
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TDP-43	 est	 exprimée	 de	 manière	 ubiquitaire.	 En	 conditions	 physiologiques	 la	protéine	se	trouve	dans	le	noyau,	mais	dans	les	cas	de	DFT	ou	de	SLA	on	retrouve	celle-ci	dans	 le	 cytoplasme	des	 cellules	 sous	 forme	d’agrégats,	 qui	ne	permettent	 aucunement	de	prédire	la	progression	de	la	maladie	[31].	Dans	97%	des	cas	de	SLA	des	agrégats	de	TDP-43	se	forment,	alors	que	le	gène	n’est	muté	que	dans	environ	5%	des	cas	de	SLA	familiale.	Il	est	à	noter	que	l’élimination	des	agrégats	de	TDP-43	ne	réduit	pas	la	cytotoxicité	[32].	TDP-43	est	 une	 protéine	 liant	 l’ADN	 et	 l’ARN,	 impliquée	 dans	 différents	 processus	métaboliques	incluant	:		-	la	transcription	de	l’ADN	Lors	d’études	sur	 la	régulation	de	 l’expression	de	gènes	du	VIH	par	 l’équipe	du	Dr.	Ou	en	1995,	la	protéine	TDP-43	a	été	découverte	se	liant	à	l’ADN	double	brin	afin	de	réprimer	la	transcription	de	gènes	spécifiques	 [29].	De	plus,	un	 immunomarquage	de	TDP-43	montre	une	 localisation	de	 la	protéine	aux	sites	de	 transcriptions	dans	des	neurones	sains	de	rat	[33].	Il	semblerait	donc	que	TDP-43	soit	impliquée	dans	la	transcription	de	l’ADN.	
 -	l’épissage	d’ARNs	pré-messagers		TDP-43	est	capable	de	se	lier	aux	séquences	(TG)m	de	l’exon	9	d’une	protéine	régulatrice	de	la	conductance	transmembranaire	dans	la	fibrose	cystique	(CFTR)	et	effectuer	son	épissage	[34].	Il	apparaît	que	la	protéine	TDP-43	se	lie	principalement	à	des	régions	introniques	et	à	des	ARNs	longs	non	codants	[35].	Par	exemple,	une	liaison	directe	avec	l’intron	8	du	gène	CFTR	 a	 été	 observée	 [36].	 De	 plus,	 TDP-43	 semble	 se	 fixer	 aux	 ARNs	 pré-messagers,	procédant	 à	 un	 épissage	 alternatif	 et	 formant	 différents	 isoformes	 d’ARNs	 messagers	(ARNm)	 et	 principalement	 des	 ARNs	 codant	 pour	 des	 protéines	 impliquées	 dans	 le	développement	neuronal	[35].		-	la	stabilité	des	ARNs	messagers	La	protéine	TDP-43	se	lie	en	effet	à	la	région	3’UTR	(3’	untranslated	region)	des	ARNm	[35].	Une	 approche	 protéomique	 globale	 a	 permis	 de	 montrer	 que	 TDP-43	 interagit	 avec	 des	protéines	 régulatrices	 du	métabolisme	 de	 l’ARN	 et	 en	 particulier	 celles	 jouant	 un	 rôle	 –	
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comme	nous	venons	de	le	voir	–	dans	l’épissage,	dans	la	traduction	au	niveau	du	cytoplasme	et	au	niveau	du	transport	d’ARNs	et	de	leur	stabilité	[37].		-	la	biogénèse	des	microARNs	(miRNAs)		Une	étude	des	Dr.	Kawahara	et	Mieda-Sato	sur	trois	lignées	cellulaires	différentes	(à	savoir	la	lignée	neuronale	humaine	SH-SY5Y,	la	lignée	humaine	HeLa	et	la	lignée	neuronale	murine	Neuro2A)	a	montré	que	TDP-43	lie	des	pri-miRNAs	spécifiques	dans	le	noyau	ainsi	que	la	boucle	 de	 pré-miRNAs	 dans	 le	 cytoplasme	 [38].	 De	 plus,	 une	 répression	 du	 gène	 codant	pour	TDP-43	mène	à	une	sous-expression	d’une	dizaine	de	miRNAs	indépendamment	de	la	lignée	 cellulaire	 ou	 de	 l’espèce.	 TDP-43	 interagit	 directement	 avec	 les	 protéines	 Dicer	 et	Drosha,	toutes	deux	enrôlées	dans	la	maturation	des	miARNs	et	dont	le	processus	détaillé	sera	expliqué	par	la	suite	[38].				-	le	recrutement	aux	granules	de	stress	Le	stress	cellulaire	est	une	composante	attendue	dans	un	cas	pathologique	comme	la	SLA.	La	formation	de	granules	de	stress	survient	en	réponse	à	un	tel	stress.	Il	a	par	exemple	été	montré	 grâce	 à	 une	 élégante	 approche	 utilisant	 la	 luciférase,	 qu’un	 stress	 cellulaire	osmotique/oxydatif	 (induit	par	 le	 sorbitol)	 induisait	une	oligomérisation	de	TDP-43	 (non	mutée)	 [39].	 La	 fonction	 même	 des	 granules	 de	 stress	 est	 encore	 matière	 à	 débat	 et	dépendamment	 des	 molécules	 séquestrées	 au	 sein	 de	 ces	 granules,	 on	 peut	 considérer	qu’ils	ont	un	effet	protecteur	ou	néfaste	pour	la	cellule.	La	présence	de	TDP-43	au	sein	des	granules	de	stress	n’est	pas	indispensable	à	leur	maintien	structurel,	mais	en	revanche	une	déplétion	 de	 cette	 protéine	 affecte	 leur	 formation,	 altère	 leur	 assemblage	 ou	 agrégation	secondaire,	accélère	leur	désassemblage,	et	les	protéines	recrutées	au	sein	de	ces	granules	peuvent	différer	[40].	Enfin,	une	mutation	du	gène	codant	pour	TDP-43	a	des	conséquences	sur	le	rôle	que	joue	TDP-43	aux	granules	de	stress.	Entre	autres,	le	nombre	et	la	taille	de	ces	granules	par	cellules	augmente	[41].			
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I.1.3.3. FUS/TLS 			 La	protéine	fused	in	sarcoma	(FUS)	(encore	nommée	FUS/TLS	pour	translocated	in	sarcoma)	a	d’abord	été	découverte	comme	une	oncoprotéine	chimérique	impliquée	dans	le	liposarcome	myxoïde	 [42],	 puis	 fut	 associée	 à	 la	 SLA	en	2009	 [43,44].	 C’est	 une	protéine	ubiquitaire,	 exprimée	 principalement	 dans	 le	 noyau	 et	 engagée	 comme	 navette	nucléoplasmique.	À	plus	d’un	point	de	vue,	la	structure	et	la	fonction	de	FUS	fait	écho	à	la	protéine	 TDP-43	 (Figure	 3,	 Figure	 4).	 FUS	 possède	 un	 domaine	 riche	 en	 glycine	 et	 un	domaine	 «	prion-like	»	 ou	 encore	 riche	 en	 glutamine-glycine-serine-tyrosine	 (QGSY).	 Elle	possède	également	un	domaine	de	reconnaissance	des	ARNs	(RRM,	RNA	recognition	motif),	deux	domaines	riches	en	arginine-glycine-glycine	(RGG),	un	domaine	en	doigt	de	zinc	(ZFD,	zinc	finger	domain)	et	un	signal	de	localisation	nucléaire	(NLS,	nuclear	localization	signal)	(Figure	4).			
	
Figure	4	:	Structure	primaire	du	gène	FUS	et	de	sa	protéine.	(Haut),	gène	humain	FUS	composé	 de	 15	 exons	 (rectangles).	 (Bas),	 protéine	 humaine	 FUS	 de	 526	 acides-aminés.	QGSY-rich,	 domaine	 riche	 en	 glutamine-glycine-serine-tyrosine	;	 Glycine-rich,	 domaine	riche	 en	 glycine	;	 RRM,	 RNA	 recognition	motif	;	 RGG,	 domaine	 riche	 en	 Arginine-glycine-glycine	;	 ZFD,	 Zinc	 finger	 domain,	 NLS,	 nuclear	 localization	 signal	;	 Nter,	 région	 terminale	NH3	;	Cter,	région	terminale	COOH.	Les	numéros	correspondent	au	numéro	de	l’acide-aminé	sur	les	526.	La	position	de	la	mutation	S57Δ	a	été	représentée.		
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In	 contrast	with	 the	 increased	 number	 of	 TDP-43–binding	 sites	 previously	
observed	 in	 the	 3’	UTR	of	 genes,	 such	 as	 progranulin	 (Grn),	 that	 are	 upregulated	
after	TDP-43	 reduction15,	no	 similar	 enrichment	 in	FUS/TLS	binding	was	 seen	 in	




I.1.3.4. C9ORF72 	 Découvert	par	deux	équipes	simultanément	en	2011,	une	expansion	non	codante	des	nucléotides	GGGGCC	dans	le	premier	intron	du	gène	C9ORF72	(Chromosome	9	open	reading	frame	72)	[55,56],	est	retrouvée	chez	environ	40%	des	patients	ayant	une	SLA	familiale.	La	pathogénicité	 du	 nombre	 de	 répétitions	 n’est	 pas	 clairement	 définie,	 bien	 que	 certains	chercheurs	s’entendent	à	dire	que	moins	de	30	répétitions	GGGGCC	seraient	physiologiques	–	quoique	2	études	montrent	une	pathogénicité	à	22	unités	GGGGCC	[57,58]	–	tandis	que	les	patients	ayant	développé	une	SLA	peuvent	atteindre	plus	de	1000	répétitions.	Là	encore,	il	
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existe	une	variabilité	 entre	 les	 tissus	observés,	 sachant	qu’à	priori	 les	 cellules	neuronales	exhiberaient	 plus	 de	 répétitions	 que	 les	 cellules	 non	 neuronales	 chez	 un	 même	 patient	[59,60].	Cependant,	par	les	techniques	actuelles	il	est	difficile	de	quantifier	cette	expansion.	Néanmoins,	 nous	 savons	 qu’il	 existe	 3	 transcrits	 épissés	 alternativement	 et	 2	 protéines	formées	de	481	a.a.	et	222	a.a.	Par	bioinformatique,	il	a	été	noté	que	la	séquence	partage	des	caractéristiques	avec	 la	protéine	DENN	(Differentially	expressed	in	normal	and	neoplastic	cells)	[61,62].	La	protéine	DENN	est	une	protéine	GEF	(Guanine	nucleotide	exchange	factor)	impliquée	dans	 le	 trafic	 intracellulaire	et	 l’endocytose	[63].	De	plus,	 la	répétition	GGGGCC	elle-même	 semble	 altérer	 l’export	 nucléaire	 d’ARNs,	 suggérant	 un	 rôle	 à	 la	 membrane	nucléaire	[64,65].	Malgré	cela,	un	voile	persiste	quant	à	l’expression,	à	la	fonction	et	à	la	pathogénicité	du	gène	C9ORF72.	Une	nouvelle	piste	vient	néanmoins	d’être	avancée	(en	mars	2016)	par	O’Rourke	et	al.	mettant	en	 lumière	une	connexion	entre	 le	gène	C9ORF72	 et	 les	 fonctions	immunitaires	 [66].	 En	 effet	 les	 souris	 «	knock-out	»	 homozygotes	 ou	 hétérozygotes	(C9ORF72-/-	 ou	 C9ORF72+/-	 respectivement)	 exhibent	 un	 phénotype	 macroscopique	 et	physiologique	 «	normal	»,	 sans	 atteintes	motrices	 notables,	même	 à	 un	 stade	 avancé	 (17	mois).	Cependant,	une	augmentation	de	 l’expression	de	cytokines	pro-inflammatoires	(IL-1β,	Interleukin-1β	;	IL-10,	Interleukin-10	;	IL-6,	Interleukin-6)	et	du	récepteur	exprimé	à	la	surface	 des	 macrophages/monocytes	 TREM2	 (triggering	 receptor	 expressed	 on	 myeloid	cells	2)	est	observée.	D’une	manière	générale,	le	gène	C9ORF72	est	exprimé	environ	15	fois	plus	 dans	 les	 macrophages	 que	 dans	 les	 lymphocytes	 B	 ou	 T.	 En	 terme	 de	 fonction,	 la	quantification	de	35	gènes	co-exprimés	avec	C9ORF72,	montre	que	seuls	les	gènes	de	la	voie	lysosomale	sont	sur-exprimés.	Cette	implication	dans	le	trafic	lysosomal	a	été	vérifiée	grâce	à	 des	 marqueurs	 fluorescents.	 Fait	 plus	 intéressant	 encore,	 les	 souris	 C9ORF72+/-	 et	
C9ORF72-/-	montrent	une	production	accrue	de	cytokines	en	réponse	à	une	activation	des	TLR1	et	TLR2	par	le	Pam3CSK4,	des	TLR2	et	TLR4	par	des	peptidoglycanes	et	du	TLR9	par	le	CpG.	En	comparant	les	voies	altérées	chez	les	souris	C9ORF72-/-,	les	auteurs	ont	constaté	que	 le	 tiers	 est	 relatif	 à	 l’inflammation,	 dont	 la	 quasi	 totalité	 a	 été	 confirmée	 chez	 des	patients	ayant	la	SLA	[66].	Cette	remarquable	étude	a	été	réalisée	sur	des	souris	déficientes	pour	le	gène	C9ORF72,	sans	considération	quant	à	l’expansion	de	GGGGCC	observée	chez	les	patients,	 mais	 nous	 pouvons	 émettre	 l’hypothèse	 que	 la	 réponse	 inflammatoire	 est	
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également	sur-activée	chez	les	patients	ayant	une	répétition	dans	le	gène	C9ORF72	et	ayant	développé	une	SLA.	En	parallèle	à	 cette	étude,	une	autre	publication	a	été	menée,	venant	supporter	le	rôle	de	C9ORF72	dans	le	système	immunitaire.	En	effet,	des	souris	déficientes	pour	ce	gène	ont	une	dérégulation	 immunitaire,	 à	 savoir	une	expansion	et	une	activation	des	 cellules	 immunitaires,	 un	 nombre	 d’anticorps	 élevé	 et	 une	 glomérulonephropathie	causée	par	la	dérégulation	immunitaire,	le	tout	faisant	penser	à	une	réaction	auto-immune	type	lupus	[67].			




répertoriés.	 SLAs,	 SLA	 sporadique	;	 SLAf,	 SLA	 familiale.	 Références	:	 1,	 Greenway,	 2006	[69]	;	 2,	 Lee,	 2011	 [70]	;	 3,	 Droppelmann,	 2013	 [71]	;	 4,	 Ma,	 2014	 [72]	;	 5,	 Kwiatkowski,	2009	[43]	 ;	6,	 Vance,	 2009	[44]	;	7,	 Johnson,	 2014	[73]	;	8,	Neumann,	 2006	[30]	;	9,	 Zhao,	2009	[74]	;	10,	Takahashi,	2013	[75]	;	11,	Hadano,	2001	[76]	;	12,	Parkinson,	2006	[77]	;	13,	Cox,	2010	[78]	;	14,	Chow,	2009	[79]	;	15,	Maruyama,	2010	[80]	;	16,	Al-Saif,	2011	[81]	;	17,	Orlacchio,	2010	[82]	;	18,	Daoud,	2012	[83]	;	19,	Nishimura,	2004	[84]	;	20,	Johnson,	2010	[85]	;	21,		Gonzalez-Perez,	2012	[86]	;	22,	Münch,	2004	[87]	;	23,	Hutton,	1998	[88]	;	24,	Wu,	
	14	
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I.1.4. Les perturbations métaboliques 	 Bien	 que	 deux	 formes	 existent	 dans	 la	 SLA,	 les	 mécanismes	 cellulaires	 et	moléculaires	menant	à	la	mort	neuronale	semblent	être	identiques.	Au	niveau	métabolique,	plusieurs	points	sont	à	noter.		De	 manière	 non-exhaustive,	 nous	 pouvons	 retrouver	 un	 certain	 nombre	 de	perturbations	 telles	 qu’une	 excitotoxicité	 due	 au	 glutamate	 et	 une	 hyperpolarisation	membranaire,	 un	 stress	 oxydatif	 et	 un	 stress	 du	 réticulum	 endoplasmique,	 un	 déficit	énergétique,	 des	 anormalités	 structurelles	 et	 fonctionnelles	 mitochondriales,	 une	dérégulation	calcique,	etc.		Excitotoxicité	au	glutamate	et	hyperpolarisation	membranaire	Concernant	ces	deux	derniers	points,	la	seule	médication	contre	la	SLA	actuellement	sur	 le	 marché,	 le	 riluzole,	 (qui	 dans	 le	 meilleur	 des	 cas	 prolonge	 de	 quelques	 mois	l’espérance	 de	 vie)	 entrave	 la	 libération	 de	 glutamate	 par	 les	 cellules.	 Les	 dommages	neuronaux	peuvent	être	induits	par	une	excitotoxicité	due	à	un	excès	de	glutamate,	suite	à	une	 activation	 répétée	 des	 récepteurs	 AMPA	 (α-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionate).	 Or,	 une	 réduction	 du	 transport	 du	 glutamate	 a	 été	 notée	 dans	 les	synaptosomes	de	tissu	nerveux	de	patients	ayant	la	SLA	[110]	et	une	baisse	de	la	quantité	de	 la	protéine	membranaire	EAAT2	(Excitatory	amino-acid	transporter	2)	qui	récupère	 le	glutamate	du	milieu	extracellulaire	au	niveau	synaptique	a	été	observée	 [111].	Pour	 finir,	une	élévaion	du	niveau	de	glutamate	du	 liquide	 céphalorachidien	et	du	plasma	d’environ	
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40%	de	 patients	 ayant	 une	 SLA	 a	 été	 décrit,	 bien	 que	 cela	 ne	 semble	 pas	 être	 le	 facteur	déclenchant	de	la	mort	neuronale	[112,113].		Stress	oxydatifs	Un	autre	changement	notable	dans	 les	 cas	de	SLA	sont	 les	dommages	oxydatifs	de	protéines,	de	lipides	et	de	l’ADN/l’ARN.	Par	exemple,	le	niveau	de	peroxyde	d’hydrogène	et	les	 radicaux	 libres	 augmentent	 chez	 des	modèles	murins	 SOD1	de	 SLA,	 in	vitro	 et	 in	vivo	[114].	De	même	le	niveau	de	nitrotyrosine	(un	marqueur	de	dommages	oxydatifs)	dans	la	moelle-épinière	 et	 plus	précisément	 les	motoneurones	de	 souris	 est	 augmenté	 [115].	 Les	lipides	 sont	 peroxydés	 [116],	 l’ADN	 oxydé	 	 et	 les	 ARNm-polyA	 également	 (étude	 post-
mortem)	[117].	Il	semblerait	même	que	certaines	espèces	d’ARNm	seraient	plus	sensibles	à	l’oxydation,	 telles	que	 celles	dont	 les	protéines	 serviront	 au	 transport	d’électrons	dans	 la	chaine	mitochondriale,	dans	la	myélinisation	des	axones,	dans	le	métabolisme	cellulaire	et	protéique,	dans	le	cytosquelette,	etc.	La	plupart	du	temps	un	ARNm	oxydé	perd	sa	capacité	à	être	traduit	en	protéine	[118].		Problèmes	mitochondriaux	Les	 mitochondries	 sont	 des	 organelles	 nécessaires	 et	 indispensables	 à	 la	 survie	cellulaire,	entre	autres	par	leur	rôle	dans	la	respiration.	Il	a	été	noté	un	certain	nombre	de	déficits	mitochondriaux	chez	les	patients	ayant	la	SLA	ou	encore	dans	les	modèles	de	SLA.	Morphologiquement,	 les	 mitochondries	 paraissent	 anormales	 et	 enflées,	 et	 peuvent	contenir	 la	protéine	mutée	SOD1	 [119-121].	Une	augmentation	du	volume	mitochondrial,	dans	 les	 axones	 ou	 les	 corps	 cellulaires,	 corrélée	 in	 vivo	 avec	 la	 présence	 de	 la	 protéine	SOD1	mal-repliée,	ainsi	qu’en	présence	d’une	conformation	toxique	de	la	protéine	BCL-2	(B-cell	lymphoma	2)	et	d’une	production	de	superoxyde	a	été	observée	[122,123].	La	chaine	de	transport	 des	 électrons	 est	 diminuée	 [124,125],	 l’importation	 de	 protéines	 ainsi	 que	 le	tamponnage	calcique	sont	dérégulés	[126-128],	la	conductance	de	certains	canaux	ioniques	diminue	[129],	sont	d’autant	d’observations	faites	à	l’échelle	mitochondriale	et	reflétant	ce	qui	se	passe	à	l’échelle	cellulaire.			
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Stress	du	Réticulum	endoplasmique	(RE)		Le	 réticulum	endoplasmique	 (RE)	est	 le	 compartiment	 cellulaire	 responsable	de	 la	synthèse	 protéique,	 des	 processus	 post-traductionnels,	 des	 repliements	 tridimensionnels	adéquats,	 et	 potentiellement	 de	 l’export	 cellulaire	 des	 protéines	 néo-synthétisées	 via	l’appareil	 de	 Golgi.	 Un	 dysfonctionnement	 du	 système	 peut	 entrainer	 des	 protéines	mal-repliées	et	une	réponse	aux	protéines	mal-formées	(UPR,	unfolded	protein	response).	En	cas	de	 déficit	 de	 cette	 réponse,	 il	 peut	 se	 produire	 une	 mort	 cellulaire	 programmée	 (Pour	revue	:	 [130]).	Dans	 les	cas	de	SLA,	 il	 a	été	observé	un	stress	du	RE,	notamment	dans	 les	motoneurones,	menant	à	 l’apparition	de	protéines	mal-formées	néfastes	pour	 la	cellule	et	une	diminution	de	la	réponse	UPR.	Une	des	résultantes	est,	entre	autres,	une	augmentation	de	la	production	d’espèces	réactives	à	l’oxygène	(ROS,	reactive	oxygen	species),	accroissant	le	 stress	oxydatif	 (Pour	revue	:	 [131]).	De	même,	précédemment	dans	notre	 laboratoire	a	été	 démontré	 que	 les	 protéines	 humaines	 mutées	 TDP-43	 et	 FUS	 chez	 le	 ver	 C.	 elegans	activent	 la	 réponse	 UPR	 et	 génèrent	 un	 stress	 oxydatif	 ayant	 un	 effet	 délétère	 sur	 les	neurones	et	 la	survie	du	ver	 [132].	L’inhibition	pharmacologique	du	stress	du	RE	et	de	 la	réponse	UPR	protège	contre	 la	protéotoxicité	due	à	TDP-43	chez	le	ver	mais	aussi	chez	le	poisson	zèbre	[133].		Déficit	énergétique	Chez	les	patients	ayant	la	SLA,	on	observe	une	perte	de	poids,	souvent	associée	à	la	fonte	musculaire,	mais	pas	seulement.	Il	existe	un	hyper-métabolisme	et	une	augmentation	de	 la	 lipolyse	 chez	 ces	 patients	 [134-136].	 Les	 raisons	 de	 ces	 dysfonctions	 ne	 sont	actuellement	 pas	 claires,	 néanmoins,	 l’augmentation	 de	 la	 demande	 en	 oxygène	 par	 les	muscles	et	 les	déficits	mitochondriaux	pourraient	être	un	 indice.	De	plus,	une	corrélation	évidente	 entre	 l’état	 d’hyper-métabolisme	 et	 la	 progression	 de	 la	maladie	 a	 été	 observée	[137].	 Il	est	à	noter	une	altération	dans	 la	chaine	de	 transport	d’électrons,	une	résistance	insulinique	 et	 une	 intolérance	 au	 glucose,	 une	 concentration	 plasmatique	 de	 lipides	 plus	élevée	 et	 une	 hyperlipidémie	 [136,138,139].	 Dans	 les	 modèles	 animaux,	 les	 mêmes	constatations	ont	été	faites	;	entre	autres	:	une	perte	de	poids	notable	chez	les	souris	G93A	et	G86R	comparées	aux	souris	saines	alors	que	leur	prise	de	nourriture	est	identique,	une	thermorégulation	abaissée,	une	augmentation	de	 la	 lipolyse	et	un	hyper-métabolisme	des	
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muscles	 squelettiques.	 Corroborant	 ces	 résultats,	 une	 diète	 riche	 en	 lipides	 améliore	 le	métabolisme	et	permet	un	recul	de	l’apparition	des	symptômes	[140].	Enfin,	le	croisement	de	souches	de	souris	SLA	G93A	ou	G86R	avec	des	souris	déficientes	pour	un	gène	impliqué	dans	le	métabolisme	énergétique	permet	une	augmentation	de	la	survie	de	la	souris	et/ou	une	 variation	 du	 début	 des	 symptômes.	 De	 même,	 l’utilisation	 d’une	 thérapeutique	métabolique	(restriction	calorique,	addition	de	pyruvate	ou	d’autres	molécules	modifiant	le	métabolisme)	fait	varier	la	symptomatologie	de	la	SLA	chez	les	souris	(Pour	revue	:	[141]).		
	 Dérégulation	calcique	Etant	 donné	 les	 aberrations	 mitochondriales	 et	 du	 RE,	 deux	 lieux	 de	 stockage	calcique,	 il	 était	 attendu	 à	 ce	 que	 nous	 retrouvions	 une	 dérégulation	 de	 l’homéostase	calcique	 dans	 les	 cas	 de	 SLA.	 En	 outre,	 des	 enregistrements	 utilisant	 la	 technique	 du	«	patch-clamp	»	sur	des	coupes	de	tissu	et	des	mesures	calciques	micro-fluorométriques	ont	montré	 que	 le	 tamponnage	 calcique	 était	 5	 à	 6	 fois	 supérieur	 dans	 les	 neurones	oculomoteurs	–	non	touchés	par	 la	SLA	–	que	dans	des	neurones	de	 l’hypoglosse	ou	de	 la	moelle-épinière,	 plus	 sensibles	 et	 donc	 vulnérables	 à	 la	 SLA	 [142].	 Venant	 supporter	 ces	résultats,	 une	 autre	 étude	 en	 2008	 propose	 qu’un	 faible	 tamponnage	 calcique	 intra-cellulaire	est	un	facteur	à	risque	de	dégénérescence	chez	des	modèles	de	souris	SOD1	[143].		Précédemment,	dans	notre	 laboratoire,	nous	avons	étudié	 ce	phénomène	dans	des	modèles	de	SLA	chez	le	nématode	C.	elegans	exprimant	la	protéine	humaine	TDP-43	mutée	(TDP-43A315T).	 Le	 croisement	 de	 cette	 souche	 transgénique	 avec	 des	 vers	 déficients	 pour	des	protéines	clés	de	la	régulation	calcique	–	à	savoir	la	calréticuline	(CRT-1),	un	régulateur	calcique	du	RE	;	 la	 calnexine	 (CNX-1),	 une	protéine	 fixant	 les	 ions	 Ca2+	;	 le	 récepteur	 à	 la	ryanodine	 (UNC-68),	 un	 canal	 qui	 expulse	 le	 calcium	 du	 RE	 dans	 le	 cytoplasme	et	 le	récepteur	à	l’inositol	1,4,5	triphosphate	(ITR-1)	qui	a	la	même	action	–	fait	drastiquement	diminuer	 la	toxicité	 induite	par	TDP-43A315T	[144]	(Annexe	1).	La	même	observation	a	été	faite	 en	utilisant	des	outils	pharmacologiques	 tels	que	 l’EGTA	 (ethylene	glycol	 tetraacetic	acid),	 un	 chélateur	 calcique,	 le	 dantrolène	 inhibant	 le	 récepteur	 à	 la	 ryanodine,	 et	 la	thapsigargine	 permettant	 la	 relâche	 de	 Ca2+.	 Il	 est	 connu	 qu’une	 hausse	 du	 calcium	cytoplasmique	 est	 cytotoxique	 et	 active	 la	 voie	 des	 caspases	 menant	 à	 l’apoptose.	 Nous	
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avions	 voulu	 savoir	 si	 la	 dégénérescence	 observée	 dans	 nos	 modèles	 était	 apoptotique.	Pour	cela,	nous	avons	utilisé	des	vers	déficients	pour	les	protéases	calpaïne	(TRA-3)	–	qui	par	ailleurs	est	à	niveau	élevé	dans	 la	moelle-épinière	de	patients	ayant	 la	SLA	 [145]	 -	et	aspartyl	(ASP-4),	qui	toutes	deux	participent	à	la	mort	nécrotique	cellulaire.	Il	a	également	été	trouvé	que	l’absence	de	ces	protéases	diminuait	la	paralysie	et	la	neurodégénérescence	induites	 par	 TDP-43A315T.	 Afin	 de	 corroborer	 ces	 résultats,	 nous	 avons	 utilisé	 un	mutant	pour	la	caspase	3	(CED-3)	et	n’avons	pas	observé	de	changement	de	toxicité.	Ainsi	la	mort	cellulaire	dans	nos	modèles	de	SLA	serait	de	profil	nécrotique	;	nous	y	reviendrons	dans	la	section	dédiée	à	Sarm1.	Si	la	dérégulation	calcique	intracellulaire	engendrée	par	un	déficit	des	organelles	qui	stockent	le	calcium	joue	un	rôle	majeur	dans	la	neurodégénérescence,	la	variabilité	induite	par	une	faille	de	la	membrane	cytoplasmique	peut	avoir	les	mêmes	effets	néfastes.	C’est	par	exemple	ce	que	propose	une	étude	sur	les	canaux	calcium	voltage-dépendants	qui	modulent	l’entrée	 de	 calcium	 dans	 les	 neurones	 en	 réponse	 à	 une	 dépolarisation	 membranaire.	 Il	semblerait	 que	 ces	 canaux	 soient	 présents	 en	 plus	 forte	 quantité	 dans	 les	 neurones	corticaux	de	modèles	de	souris	SOD1G93A	ainsi	que	dans	le	cortex	moteur,	comparativement	à	des	souris	saines.	Ainsi,	une	plus	grande	pénétrance	de	calcium	pourrait	aussi	induire	des	dommages	tissulaires	importants	[146].		
I.1.5. Modèles de sclérose latérale amyotrophique chez C. elegans 	 Différents	modèles	de	SLA	ont	été	créés	afin	de	comprendre	 les	mécanismes	sous-jacents	 à	 la	 neurodégénérescence.	 Par	 exemple,	 il	 existe	 des	modèles	 de	 déplétion	 ou	 de	suppression	de	TDP-43	ou	de	ses	homologues.	Ainsi	nous	savons	que	TDP-43	chez	la	souris	est	 vitale	 puisqu’une	 mutation	 homozygote	 dans	 son	 gène	 causant	 une	 protéine	dysfonctionnelle	 entraine	une	mortalité	précoce.	Cette	protéine	 joue	un	 rôle	 fondamental	dans	 le	 développement	 embryonnaire	;	 son	 taux	 diminuant	 progressivement	 durant	 le	développement	post-natal	de	la	souris	[147].	D’autres	modèles	ont	vu	le	jour,	comme	chez	la	drosophile.	Notamment,	une	déplétion	de	TDP-43	dans	ce	modèle	entraine	une	réduction	
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de	 sa	 longévité,	 un	 déficit	 locomoteur	 et	 une	 anomalie	 des	 jonctions	 neuromusculaires	[148].		Notre	 laboratoire	 s’est	 concentré	 sur	 une	 modèlisation	 de	 la	 SLA	 chez	 C.	 elegans.	Pourquoi	?	 Ce	 nématode	 de	 1mm	 est	 une	 incroyable	 ressource	 génétique,	moléculaire	 et	cellulaire	 pour	 comprendre	 des	 mécanismes	 qui	 seraient	 plus	 complexes	 chez	 les	mammifères.	 C’est	 notamment	 le	 premier	 organisme	 dont	 le	 génome	 a	 été	 entièrement	séquencé.		
Ø Les	 tests	sont	rapides	puisque	 leur	cycle	de	vie	est	d’environ	1	mois	mais	peuvent	passer	 dans	 un	 cycle	 de	 résistance	 («	dauer	»)	 et	 vivre	 sans	 nourriture	 jusqu’à	 3	mois.	
Ø Ils	se	cultivent	facilement	sur	des	boites	de	pétri	contenant	un	milieu	nutritif	(NGM,	nematode	 growth	 medium),	 généralement	 à	 20°C,	 mais	 se	 conservent	 bien	 à	température	ambiante.	
Ø Ils	se	congèlent.	
Ø La	 plupart	 des	 gènes	 sont	 cartographiés	 et	 possèdent	 des	 variants	 génétiques	disponibles	sur	le	marché	et	non	dispendieux.	
Ø Les	 phénotypes	 sont	 simples	 à	 voir	:	 une	 paralysie	 se	 détecte	 par	 un	 arrêt	 de	locomotion,	 mais	 discriminable	 de	 la	 mort	 puisque	 le	 ver	 bouge	 la	 tête	 pour	 se	nourrir	 et	 la	 pompe	 pharyngale	 est	 visiblement	 fonctionnelle	;	 les	 tests	 de	fluorescence	in	vivo	sont	possibles	puisque	le	ver	est	transparent,	etc.	
Ø Des	tests	automatisés	notamment	grâce	à	la	machine	«	Worm	MicroTracker	»	sont	à	disposition	afin	de	mesurer	la	locomotion	sans	biais	de	subjectivité.	
Ø La	répression	de	traduction	d’ARNm	en	protéine	est	possible	par	ARN	interférence	(ARNi)	très	simplement	(les	ARNi	sont	insérés	dans	des	bactéries	qui	sont	la	source	nutritive	des	vers).	
Ø Et	 enfin,	 des	 tests	pharmacologiques	 sont	possibles	 (sans	 soucis	 éthiques)	 sur	des	vers	en	culture	sur	milieu	solide	ou	en	milieu	liquide.		 La	 locomotion	 du	 ver	 sinusoïdale	 est	 dirigée	 par	 un	 ensemble	 neuronal	 inervant	 les	muscles	 jonchant	 la	paroi	 cuticulaire.	Les	neurones	moteurs	 (ou	motoneurones)	envoient	un	signal	excitateur	par	le	biais	du	neurotransmetteur	acetylcholine	(motoneurones	A	et	B)	
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Figure	 5	:	 Paralysie	 et	 neurodégénérescence	 des	 neurones	 GABAergiques	 induites	





I.2. LE ROLE DU SYSTÈME IMMUNITAIRE DANS LA SCLÉROSE 
LATÉRALE AMYOTROPHIQUE 
I.2.1. Evidences d’une réponse immune dans la sclérose latérale 
amyotrophique 
I.2.1.1. Au niveau cellulaire 	 Dans	 la	 SLA,	 les	 neurones,	 essentiellement	 moteurs,	 dégénèrent.	 Cependant,	 de	nombreuses	 études	 se	 sont	 attelées	 à	 démontrer	 que	 d’autres	 types	 cellulaires	 étaient	engagés	dans	ce	processus.	Que	ce	soit	dans	les	modèles	murins	ou	chez	des	patients	ayant	la	SLA,	des	astrocytes	réactifs	à	la	périphérie	des	neurones	dégénérant	ont	été	observés.	Par	ailleurs,	en	2007	une	étude	utilisant	des	cellules	souches	embryonnaires	de	souris	SOD1WT	ou	SOD1G93A	pouvant	 se	différencier	en	motoneurones	montrait	que	 lors	d’une	co-culture	avec	des	cellules	gliales	SOD1G93A,	ces	dernières	entrainent	une	mort	des	neurones	moteurs	sans	 distinction	 quant	 au	 génotype	 de	 ceux-ci	 [155].	 L’année	 suivante,	 la	 même	 équipe	publiait	 des	 résultats	 concordants	 avec	 des	 cellules	 souches	 embryonnaires	 humaines,	différenciées	en	motoneurones	ou	en	 interneurones.	Co-cultivées	avec	des	 cellules	gliales	sur-exprimant	 SOD1G93A,	 ils	 observent	 un	 effet	 négatif	 sur	 la	 viabilité	 des	motoneurones,	mais	 pas	 des	 interneurones,	 suggérant	 un	 effet	 inter-cellulaire	 spécifique.	 Cette	 même	étude	montre	également	une	augmentation	de	facteurs	immunitaires	que	nous	détaillerons	dans	 la	partie	suivante.	Dans	 les	modèles	murins	classiques	de	SLA	SOD1G93A	et	SOD1G37R,	une	 activation	 microgliale	 survient	 de	 manière	 très	 précoce	 [156-160].	 L’activation	astrocytaire	et	 lymphocytaire	arriverait	plus	 tardivement	(un	mois	et	demi	après	environ	chez	la	souris)	[156].	
	 Des	études	post-mortem	chez	des	patients	atteints	de	SLA	ont	révélé	une	activation	des	microglies/macrophages	dans	des	régions	du	cerveau	lésées	ainsi	que	des	lymphocytes	T	«	helper	»	CD4+	et	cytotoxiques	CD8+	le	long	des	capillaires	irrigant	ces	zones	[161].	Plus	intéressant	 encore,	 dans	 une	 étude	 chez	 10	 patients	 ayant	 la	 SLA	 et	 14	 patients	 sains,	l’utilisation	d’un	 ligand	marquant	 l’activation	microgliale	et	possédant	un	radioisotope	du	carbone	a	permis	par	tomographie	à	émission	de	positrons	(TEP)	de	voir	que	dans	le	cortex	
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moteur,	 le	pons,	 le	 cortex	préfrontal	 et	 le	 thalamus	des	patients	ayant	 la	SLA,	 l’activation	microgliale	 était	 plus	 élevée.	 Ces	 observations	 étaient	 en	 corrélation	 avec	 l’évolution	 des	signes	 cliniques	 des	 patients	 [162].	 Bien	 que	 les	 cellules	 gliales	 -	 et	 entre	 autres	 les	microglies,	cellules	immunitaires	du	système	nerveux	–	jouent	un	rôle	prépondérant		dans	le	processus	de	mort	 cellulaire	des	neurones	moteurs,	 la	mécanistique	 sous-jacente	 reste	encore	inconnue.			
I.2.1.2. Au niveau moléculaire 
	 Globalement,	 les	 processus	 neurodégénératifs	 observés	 dans	 la	 SLA	 sont	accompagnés	d’une	neuroinflammation.		
Ø Premièrement,	 des	 cytokines	 pro-inflammatoires	 ainsi	 que	 d’autres	 facteurs	immunitaires	sont	relâchés	en	plus	grande	quantité	par	les	cellules	[163].	Frakes	et	ses	collaborateurs	 ont	 montré	 in	 vitro	 et	 in	 vivo	 que	 la	 mort	 des	 motoneurones	 via	 la	microglie	 nécessite	 la	 voie	 NF-κB	 (nuclear	 factor-κB),	 une	 protéine	 intracellulaire,	composante	 clé	 du	 système	 immunitaire	 activée	 notamment	 lorsque	 des	 ligands	 se	fixent	aux	récepteurs	Toll-like	(TLR)	[164].		
Ø Il	 apparaît	 également	 que	 l’expression	 spécifique	 de	 gènes	 impliqués	 dans	l’inflammation	augmente	–	au	moins	au	niveau	astrocytaire	–	chez	des	patients	atteints	de	SLA	sporadique	ou	héréditaire	[165].	
Ø La	quantité	d’immunoglobulines	(dans	le	cas	de	cette	étude,	la	protéine	ICAM-1,	Inter-cellular	adhesion	molecule	 -1)	dans	 la	moelle-épinière	 chez	des	 souris	SOD1G93A	à	40	jours	 augmente	 comparativement	 aux	 souris	 contrôles.	 Au	 même	 moment,	 une	réactivité	 de	 l’IgG	 et	 d’un	 de	 ses	 récepteurs	 le	 FcγRI	 (Fragment	 crystallizable	 region	
gamma	receptor	I)	apparaît	dans	les	neurones	moteurs	[156].	
Ø L’augmentation	 de	 la	 quantité	 du	 récepteur	 D2	 de	 la	 prostaglandine	 –	 un	 récepteur	immunitaire	surtout	impliqué	dans	l’asthme	et	les	allergies	–	a	été	également	observée	[163].	
Ø De	plus,	suite	à	une	activation	au	LPS	(lipopolysaccharides),	une	supramolécule	isolée	à	partir	de	la	paroi	des	bactéries	à	Gram-négatif	qui	se	lie	aux	TLRs,	les	astrocytes	et	les	microglies	 de	 souris	 SOD1G93A	 produisent	 plus	 de	 neurotoxines	 (nitrites,	 nitrates,	
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superoxides,	oxyde	nitrique,	et	de	son	enzyme	l’oxyde	nitrique	synthase)	que	les	souris	contrôles	[166,167].	Conséquemment,	les	microglies	possédant	SOD1G93A	induisent	plus	de	 dommages	 aux	motoneurones	 que	 des	microglies	 SOD1WT.	 Or	 dans	 cette	 dernière	étude	de	Xiao	et	al.,	les	auteurs	ne	vérifient	pas	que	les	microglies	présentent	la	même	quantité	ou	la	même	efficacité	des	TLRs,		ce	qui,	si	la	différence	est	avérée,	entrainerait	forcément	 une	 activation	 biaisée	 des	 microglies	 SOD1G93A	 et	 donc	 une	 variabilité	 de	réponse	par	rapport	aux	microglies	SOD1WT.	Par	la	suite	nous	verrons	qu’effectivement	cela	pourrait	être	le	cas.			 	Outre	 la	 neuroinflammation,	 les	 gènes	 causatifs	 de	 la	 SLA	 eux	même	peuvent	 être	impliqués	 dans	 le	 système	 immuntaire.	 Nous	 en	 avons	 parlé	 précédemment,	 le	 gène	
C9ORF72	 est	 fortement	 exprimé	 dans	 les	 cellules	 microgliales	 et	 les	 macrophages	 et	 est	impliqué	 dans	 le	 trafic	 lysosomal	 et	 l’inflammation	 [66].	 De	 plus,	 les	 souris	 C9ORF72-/-	montrent	 une	 réponse	 plus	 forte	 en	 réaction	 à	 l’activation	 des	 TLRs	 [66]	 ainsi	 qu’une	réaction	 immunitaire	 anormale,	 type	 lupus	 [67].	 Jusqu'à	maintenant	 la	 fonction	 du	 gène	
C9ORF72	 était	 inconnue,	 et	 ces	 récentes	 publications	mettent	 en	 lumière	 encore	 une	 fois	l’activation	anormale	du	système	immunitaire.	D’un	 point	 de	 vue	 ionique	 également	 il	 est	 observé	 une	 dérégulation	 liée	 à	l’immunité.	 Il	 a	 été	 postulé	 que	 les	 microglies	 pouvaient	 agir	 sur	 l’hyperpolarisation	membranaire	causée	par	l’ouverture	de	canaux	ioniques	chlorure	(Cl-)	 lors	de	la	présence	de	 GABA	 ou	 de	 glycine	 –	 deux	 neurotransmetteurs	 inhibiteurs	 (Pour	 revue	:	 [168]).	 Une	hyperpolarisation	 empêche	 la	 propagation	 de	 potentiels	 d’action	 et	 donc	 aux	 messages	nerveux	de	se	diffuser.	Enfin,	 les	microARNs	sont	de	petites	molécules	exprimées	par	tous	types	de	tissus,	microglies	 y	 compris,	 qui	 sont	 très	 efficaces	 contre	 les	 pathogènes	 puisqu’ils	 répriment	voire	dégradent	leurs	ARNm.	C’est	en	outre	l’une	des	principales	défenses	immunitaires	du	ver	C.	elegans	[169].	Depuis	la	première	étude	en	2012	qui	lie	microARNs	et	SLA	[170],	les	recherches	 ne	 cessent	 de	 s’intensifier.	 Nous	 développerons	 toute	 une	 partie	 sur	 les	microARNs	par	la	suite.	
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I.2.1.3. Les récepteurs Toll-like 	 D’une	manière	générale,	les	récepteurs	Toll-like	(TLR)	sont	des	récepteurs	dotés	de	trois	 domaines	majeurs	:	 un	 domaine	 extracellulaire	 riche	 en	 leucine	 (LRR),	 un	 domaine	Toll/Interleukin-1	 et	 un	 domaine	 transmembranaire.	 Il	 sont	 importants	 dans	 le	développement	cérébral,	leur	expression	varie	au	cours	du	temps	et	ils	sont	présents	dans	plusieurs	 types	 cellulaires	 dont	 les	 neurones	 [171].	 Les	 TLRs	 et	 plus	 particulièrement	 le	TLR4	 ont	 été	 identifiés	 comme	 étant	 impliqués	 dans	 de	 nombreuses	 conditions	neurologiques	 pathologiques	:	 dans	 la	 maladie	 d’Alzheimer,	 dans	 la	 sclérose	 en	 plaques,	dans	la	maladie	de	Parkinson,	suite	à	des	lésions	traumatiques,	ainsi	que	dans	les	processus	généraux	de	neurodégénérescence	et	enfin	dans	la	SLA	(Pour	revue	:	[172]).	Parmi	 les	 composantes	 immunitaires	 semblant	 entrer	 dans	 la	 mécanistique	 de	neurodégénérescence	de	la	SLA,	les	TLRs	se	démarquent.	À	commencer	par	leur	variété.	Il	existe	 10	 sous-types	 de	 TLRs	 bien	 conservés	 chez	 l’homme	 dont	 le	 TLR10	 qui	 est	 non	fonctionnel	à	cause	de	 l’insertion	d’un	rétrovirus.	La	souris,	elle,	possède	12	TLRs	(TLR1-TLR9,	TLR11,	TLR12)	(Pour	revue	:	 [173]).	 Ils	 sont	soit	membranaires,	 soit	endosomaux	;	ligands	 et	 voies	 intra-cellulaires	 diffèrent	 mais	 ont	 toujours	 une	 réponse	 immune	inflammatoire	 in	 fine.	 La	 quantification	 en	 post-mortem	 du	 TLR2	 et	 du	 TLR4	 dans	 des	moelles-épinières	de	patients	sains	ou	ayant	eut	la	SLA	nous	indique	une	augmentation	de	leur	 expression	 uniquement	 en	 cas	 pathologique	 (Figure	 6).	 L’analyse	immunocytochimique	nous	indique	que	le	TLR2	se	retrouve	dans	les	cellules	gliales	et	dans	la	substance	blanche	de	 la	moelle-épinière	et	que	 le	TLR4	est	 fortement	exprimé	dans	 les	cellules	gliales	et	les	neurones,	sans	égard	quant	à	la	rapidité	de	progression	de	la	maladie	[174].					
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Figure	 6:	 Augmentation	 de	 l’expression	 des	 TLR2	 et	 TLR4.	 Quantités	 relatives	 des	ARNm	des	TLR2	(A)	et	TLR4	(B)	dans	la	moelle-épinière	de	patients	sains	(control,	n=6),	ou	de	patients	ayant	eu	 la	SLA	avec	progression	rapide	de	 la	maladie	(<18	mois,	n=6,	ALS-st	(short-term)),	ou	 lente	(>48	mois,	n=6,	ALS-lt	 (long-term)).	*représente	p<0,05	d’après	 le	test	non	paramétrique	de	Kruskal-Wallis.	D’après	Casula	et	al.	2011	[174].							 Par	 ailleurs,	 deux	 études	 corroborent	 ces	 résultats.	 La	 première	montrant	 que	 les	TLR1,	TLR2,	TLR7,	TLR9	et	 le	CD14	(Cluster	of	differentiation	14)	sont	sur-exprimés	chez	les	 souris	 SOD1G93A	 âgées	 de	 8	 semaines	 par	 rapport	 aux	 souris	 saines.	 Néanmoins,	 ils	comparent	 des	 souris	 transgéniques	 SOD1G93A	 à	 des	 souris	 non	 transgéniques	 quand	 il	serait	 plus	 opportun	 de	 les	 comparer	 à	 des	 souris	 transgéniques	 SOD1WT	 afin	 d’éliminer	l’effet	de	la	surexpression	de	la	protéine	elle-même.	Les	auteurs	affirment	également	avoir	retrouvé	des	phagocytes	mononucléaires	positifs	pour	 le	TLR2	et	 le	CD14	dans	 la	moelle	épinière	 de	 patients	 ayant	 la	 SLA,	mais	 aucun	 résultat	 n’est	 à	 l’appui	 [158].	 La	 deuxième	étude	 porte	 sur	 un	modèle	 de	 souris	 SOD1G93A	 et	 ne	 concerne	 que	 le	 TLR4.	 Les	 auteurs	montrent	pour	commencer	que	ces	souris	comparées	aux	SOD1WT	ont	un	niveau	d’ARNm	du	TLR4	plus	important	à	partir	du	début	des	symptômes	et	jusqu’aux	stades	tardifs	de	la	progression	de	 la	 pathologie,	mais	 aussi	 une	 augmentation	du	niveau	protéique	de	TLR4	aux	 stades	 tardifs	 (Figure	 7A-B)	 [175].	 Par	 immunohistochimie	 sur	 du	 tissu	 de	 moelle-épinière	 de	 souris	 SOD1WT,	 une	 co-localisation	 du	 TLR4	 avec	 un	 marqueur	 des	
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motoneurones	uniquement	(l’acetylcholine	esterase,	ChAT)	est	observée	tandis	que	chez	les	souris	SOD1G93A,	 le	TLR4	est	présent	dans	les	motoneurones,	 les	astrocytes	et	la	microglie	lorsque	les	symptômes	sont	clairement	déclarés	(Figure	7C).	Enfin,	le	croisement	des	souris	transgéniques	avec	des	souris	«	knock-out	»	pour	le	TLR4	(i.e	dont	le	gène	du	TLR4	possède	une	mutation	délétère)	permet	de	voir	une	augmentation	de	 la	 force	de	 saisie	des	pattes	arrières	 et	 une	 survie	 plus	 longue	 que	 les	 souris	 ayant	 un	 TLR4	 présent	 et	 fonctionnel	(Figure	7D-E),	 ce	qui	nous	 indique	 la	 fonction	délétère	de	ce	récepteur	 [175].	En	résumé,	l’expression	des	TLRs	varie	dans	les	cas	pathologiques	de	la	SLA.							
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Figure	7	:	Le	TLR4	aggrave	les	déficits	moteurs	et	réduit	la	longévité	dans	un	modèle	














I.2.2. Mort neuronale et implication de Sarm1/TIR-1 
I.2.2.1. Les différentes morts cellulaires 	 Connaître	la	manière	dont	une	cellule	meurt	renseigne	sur	les	évènements	ultérieurs	et	futurs.	Il	existe	bien	des	morts	cellulaires,	programmées	ou	non.	Nous	allons	détailler	de	manière	non-exhaustive	certaines	d’entre	elles	et	en	donner	quelques	caractéristiques.		 L’apoptose	est	 le	processus	de	mort	 cellulaire	programmée	 le	plus	 connu.	La	mort	par	apoptose	intrinsèque	est	provoquée	par	des	stimuli	tels	que	des	dommages	à	l’ADN	et	survient	 à	 travers	 la	 famille	 Bcl-2.	 Cette	 activation	 de	 Bcl-2	 entraine	 la	 relâche	 de	cytochrome	c	par	les	mitochondries	vers	le	cytosol	;	ce	qui	active	un	complexe	de	caspases	(autrement	appelé	apoptosome).	Ce	complexe	clivera	les	protéines	intracellulaires.	La	mort	par	 apoptose	 extrinsèque	 nécessite	 l’activation	 d’un	 récepteur	 extracellulaire	 tel	 que	 le	récepteur	TNF	(TNFR,	Tumor	necrosis	 factor	receptor).	L’apoptose	est	caractérisée,	entre	autres,	par	la	compaction	de	la	chromatine,	une	fragmentation	de	l’ADN	et	la	vacuolisation	du	cytoplasme	par	invagination	de	la	membrane	plasmique	(Pour	revue	:	[179]).	L’autophagie	est	un	 terme	qui	désigne	 la	destruction	du	 contenu	cellulaire	par	 ses	propres	lysosomes.	Les	vacuoles	ainsi	formées	sont	également	nommées	autophagosomes.	Ce	 phénomène	 se	 produit	 en	 conditions	 de	 stress	 intense	 et	 requiert	 la	 voie	 mTOR	(mammalian	target	of	rapamycin)[179].			 La	nécrose,	quant	à	elle,	a	longtemps	été	considérée	comme	une	mort	accidentelle	et	incontrôlée.	Cela	est	vrai	lors	d’atteintes	physiques,	de	stress	osmotique,	d’acidification	du	milieu,	 de	 stress	 thermique,	 etc.	 Dans	 ce	 cas,	 une	 perte	 de	 l’intégrité	 membranaire	 est	observée,	 ainsi	 qu’une	 augmentation	 du	 volume	 de	 la	 cellule	 et	 un	 gonflement	 des	organelles.	Cette	mort	cellulaire	est	très	rapide	et	implique	une	réaction	immunitaire	suite	aux	débris	relâchés	dans	le	milieu	extracellulaire	(nous	parlerons	d’alarmines	ou	«	DAMPs	»	(Damage-associated	molecular	pattern)	qui	peuvent,	à	leur	tour,	activer	les	cellules	voisines	–	 Cf.	 section	 suivante	 I.2.2.2).	 La	 nécrose	 est	 indépendante	 des	 caspases	 [179-181].	Néanmoins	 des	 évidences	 pointent	 du	 doigt	 que	 l’activation	 de	 récepteurs,	 à	 l’instar	 des	récepteurs	TNF,	des	TLRs,	par	exemple	par	des	DAMPs	ou	des	PAMPs	(Pathogen-associated	molecular	 pattern),	 peut	 initier	 ce	 type	 de	 mort	 cellulaire,	 ce	 qui	 rend	 le	 phénomène	«	programmé	»	et	non	accidentel.	Dans	ce	cas,	nous	parlons	de	nécroptose.		
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	 La	 sarmoptose	 est	 une	 sorte	 de	 necroptose	 impliquant	 la	 voie	 Sarm1.	 Nous	 la	détaillerons	dans	la	section	I.2.2.3	[182].	Il	existe	un	autre	phénomène	de	mort	cellulaire	programmée,	qui	reste	incertain	s’il	s’agit	d’une	cause	ou	d’une	conséquence	de	la	ségrégation	de	chromosomes	et	d’une	mitose	incomplète	:	on	appelle	ce	processus	une	«	catastrophe	mitotique	»	(Pour	revue	:	[183]).	La	pyroptose	est	une	des	morts	cellulaires	décrite	dans	les	monocytes,	macrophages	et	 cellules	 dendritiques	 infectées	 par	 des	 bactéries.	 Ce	 processus	 est	 dépendant	 de	 la	caspase-1.	Des	 ions	 s’infiltrent	 dans	 la	membrane,	 formant	 des	 pores,	 ce	 qui	 entraine	 un	influx	d’eau	et	la	mort	cellulaire	à	terme.	De	plus,	une	réaction	immunitaire	est	déclenchée	par	 production	 de	 cytokines	 pro-inflammatoires	 suite	 à	 la	 libération	 dans	 le	 milieu	extracellulaire	 des	 composés	 cellulaires	 après	 rupture	 de	 la	 membrane	 plasmique.	 De	manière	 similaire	 à	 l’apoptose,	 nous	 retrouvons	 dans	 la	 pyroptose	 une	 fragmentation	 de	l’ADN	et	une	condensation	de	la	chromatine	[184]	(Pour	revue	:	[185]).	La	pyroptose	est	à	ne	pas	confondre	avec	la	paroptose,	un	autre	concept	de	mort	cellulaire,	sans	activation	de	caspase,	ni	de	fragmentation	d’ADN,	ni	de	condensation	de	la	chromatine.	On	y	retrouve	une	vacuolisation	 et	 un	 enflement	 des	 mitochondries	 et	 du	 réticulum	 endoplasmique.	 La	paroptose	est	activée	par	des	canaux	potassium	et	une	contribution	calcique	(Pour	revue	:	[186]).	 Néanmoins	 ces	 types	 de	 mort	 cellulaire	 sont	 peu	 connus.	 De	 même	 que	 la	ferroptose,	une	mort	 cellulaire	dépendante	du	 fer	 [186],	 la	méthuose,	une	mort	 cellulaire	proche	de	 l’autophagie	à	quelques	distinctions	protéiques	près	[186]	et	 la	charontose	(en	référence	à	Charon,	de	 la	mythologie	grecque),	une	mort	 indépendante	des	caspases	mais	dépendante	 de	 protéases	 lysosomales,	 au	 moins	 en	 partie,	 chez	 des	 cellules	 souches	embryonnaires	de	souris	 [187].	Quelques	articles	ont	 fait	mention	d’autres	 types	de	mort	cellulaire	 (non	 nommées)	 impliquant	 des	 voies	 différentes	 de	 celles	 décrites	précédemment,	 mais	 du	 fait	 de	 leur	 faible	 rayonnement	 dans	 la	 littérature,	 nous	 ne	 les	détaillerons	pas	(pour	exemple	se	référer	à	[188]	ou	encore	à	[189]).				
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I.2.2.2. Les signaux de danger 	
Différents	signaux	peuvent	témoigner	d’un	danger	pour	la	cellule	;	ils	sont	exogènes	ou	endogènes.	Les	signaux	exogènes	peuvent	être	d’origine	microbienne	-	que	l’on	appelle	communément	les	«	PAMPs	»,	comme	le	sont	les	lipopolysaccharides	(LPS)	de	la	paroi	des	bactéries	à	Gram-négatif	-	ou	non-microbienne	où	l’on	retrouve	notamment	des	allergènes	et	autres	corps	étrangers.	Les	signaux	produits	de	manière	endogène	par	un	tissu	lésé	sont	encore	appelés	«	Alarmines	»	ou	«	DAMPs	».	Ces	molécules	sont	exprimées	et	sécrétées	lors	de	 la	 mort	 cellulaire	 non	 programmée,	 ainsi	 que	 dans	 des	 cas	 d’inflammation.	 Ainsi,	 de	manière	non-exhaustive,	ces	molécules	peuvent	être	de	l’ATP	(Adénosine	triphosphate),	la	protéine	 HMGB1	 (High-mobility	 group	 box	 1	 protein),	 des	 protéines	 de	 choc	 thermique	(HSP,	Heat	shock	protein)	ou	encore	des	ARNs	[190,191].	Les	récepteurs	à	ces	signaux	sont	les	 TLRs	 -	 que	 nous	 avons	 décrits	 précédemment	 (section	 I.2.1.3)	 -	 les	 récepteurs	intracellulaires	RLRs	(RIG-I-like	receptor),	les	récepteurs	transmembranaires	CLCs	(C-type	lectin	 receptor),	 les	 récepteurs	 cytoplasmiques	 NLR	 (NOD-like	 receptor)	 et	 le	 récepteur	transmembranaire	 RAGE	 (Receptor	 for	 advanced	 glycation	 end-products).	 En	 réponse	 à	cette	 reconnaissance	 par	 les	 récepteurs	 des	 signaux	 de	 danger,	 se	 produit	 une	 réaction	inflammatoire	 telle	 que	 l’activation	 de	 la	 voie	 Sarm1	 [192].	 Le	 rôle	 des	 alarmines,	 et	 des	signaux	 de	 danger	 en	 général,	 permettrait	 in	 fine	 la	 restauration	 de	 l’homéostasie	 et	 la	régénération	des	tissus	lésés	[191].		
I.2.2.3. Nécroptose dans la SLA et implication de Sarm1/TIR-1 
	 Nombre	 d’équipes	 de	 recherche	 se	 sont	 penchées	 sur	 la	 mort	 des	 motoneurones	dans	 la	SLA.	Sur	ce	point,	 les	chercheurs	ne	s’accordent	pas	sur	 le	mécanisme	mis	en	 jeu.	Des	 études	 montrent	 que	 le	 processus	 de	 mort	 cellulaire	 est	 l’apoptose	 et	 dépend	 de	l’activation	de	caspases	[193-197]	quand	d’autres	–	notre	laboratoire	y	compris	-	s’affairent	à	 montrer	 que	 la	 mort	 cellulaire	 est	 indépendante	 des	 caspases	 et	 non-apoptotique	[144,198-200].	Pour	être	plus	précis,	il	serait	question	de	nécroptose,	un	processus	de	mort	cellulaire	 nécrotique	 programmée	 lié	 à	 l’inflammation	 [201].	 Il	 semblerait	 premièrement	que	le	mécanisme	de	mort	cellulaire	neuronale	chez	l’Homme	ou	dans	des	modèles	murins	
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soit	 le	même	 et	 qu’il	 serait	 indépendant	 de	 la	 voie	 des	 caspases.	 L’observation	 cellulaire	montre	un	profil	nécrotique.	L’inhibition	pharmacologique	de	deux	kinases	impliquées	dans	la	 nécroptose	 –	 le	 RIP-1	 (receptor-interacting	 serine/thréonine	 protein	 kinase	 1)	 et	 le	MLKL	 (mixed	 lineage	 kinase-like	 domain)	 valide	 leur	 implication	 dans	 la	 mort	 des	motoneurones	 dans	 la	 SLA	 sporadique	 et	 familiale	 et	 donc	 le	 phénomène	 de	 nécroptose	[201].			 Un	 autre	 type	 de	mort	 programmée,	 proche	 de	 la	 nécroptose,	 a	 récemment	 vu	 le	jour.	Nommée	«	sarmoptose	»	par	l’équipe	de	Milbrandt	en	2014	[182],	cette	mort	cellulaire	programmée	module	 la	 dégénérescence	 axonale	 via	 la	 protéine	 Sarm1	 (sterile	 α	 and	TIR	motif-containing	 1)	 et	 les	 interactions	 spécifiques	 grâce	 à	 ses	 domaines	 SAM	 (sterile	 α	motif)	et	TIR	(Toll-Interleukin-1	receptor)	[202]	;	elle	est	caractérisée	par	un	gonflement	de	la	membrane	plasmique,	 d’une	 crise	 énergétique,	 associée	 à	 une	dérégulation	 calcique	 et	parfois	 à	 une	dysfonction	mitochondriale	 [182,203]	 (Pour	 revue	:	 [204]).	D’un	 autre	 côté	Sarm1	 a	 également	 été	 reliée	 à	 l’apoptose	 des	 neurones	 (de	 manière	 dépendante	 de	 la	caspase	3)	lorsqu’il	stimule	les	TLRs	endosomaux	TLR7	et	TLR9	[192].		En	outre,	Sarm1	active	la	destruction	axonale	in	vivo	et	in	vitro	chez	la	drosophile.	De	plus,	 des	 souris	 «	knock-out	»	 pour	 le	 gène	 codant	 pour	 Sarm1	montrent	 une	 protection	contre	 les	 dysfonctions	 mitochondriales	 [182],	 une	 diminution	 de	 la	 dégénérescence	axonale	[203]	et	une	meilleure	récupération	ainsi	qu’une	atténuation	des	lésions	axonales	suite	 à	 une	 blessure	 traumatique	 [205].	 Une	 approche	 génétique	 chez	 la	 drosophile	 a	également	 permis	 d’identifier	 3	 mutants	 responsables	 d’une	 diminution	 de	 la	 survie	axonale,	et	dont	l’unique	gène	est	dSarm	(drosophila	sterile	α	motif)	[206]	(Figure	8A-B).		 La	 protéine	 Sarm1	 est	 un	membre	 de	 la	 famille	 des	 TLRs.	 Elle	 est	 composée	 d’un	domaine	de	localisation	à	 la	membrane	mitochondriale,	de	deux	domaines	SAM	impliqués	dans	les	dimérisations	et	un	domaine	TIR	qui	sert	à	la	transmission	du	signal	intracellulaire.	La	 structure	 du	 gène	 codant	 pour	 la	 protéine	 Sarm1	humaine,	 ainsi	 que	 la	 protéine	 elle-même	sont	représentées	ci-dessous	(Figure	8C).	Sarm1	est	hautement	exprimée	dans	le	foie	et	 les	 reins,	 ainsi	 que	dans	 le	 cerveau.	Au	niveau	de	 la	 localisation	 sub-cellulaire,	 elle	 est	présente	dans	 le	 cytoplasme	associé	 aux	microtubules,	 dans	 les	 axones,	 les	dendrites,	 les	synapses	et	les	mitochondries.	Elle	est	activée	notamment	suite	à	une	infection	virale,	à	une	privation	de	glucose	ou	même	suite	à	des	dommages	axonaux	[182,206,207].	Il	semblerait	
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que	 cette	 protéine	 agisse	 via	 une	 diminution	 de	 NAD+	 (nicotinamide	 adenine	dinucleotide)[203,204,208]	mais	 active	 en	 parallèle	 la	 voie	 des	 MAPKs	 (MAP-kinases	 ou	encore	Mitogen-activated	protein	kinases)	[204,209].		 Sachant	les	effets	délétères	de	Sarm1	sur	la	survie	neuronale	et	son	implication	dans	le	système	immunitaire	et	de	la	voie	des	TLRs,	nous	nous	sommes	légitimement	interrogés	sur	le	rôle	de	son	homologue	chez	C.	elegans,	TIR-1	sur	nos	modèles	de	SLA.							
	
Figure	8:	Dégénérescence	axonale	 induite	par	 la	protéine	Sarm1,	et	son	homologue	




marquées	en	rouge	par	un	anticorps	ciblant	 les	récepteurs	à	 l’acétylcholine	(AChR),	 	et	 la	jonction	 pré-synaptique	 en	 vert	 par	 un	 marqueur	 aux	 neurofilaments-M(NF-M)/synaptophysine	 dans	 les	 muscles	 antérieurs	 de	 la	 jambe.	 Les	 flèches	 montrent	 les	plaques	motrices.	C.	 (haut),	 représentation	du	gène	humain	sarm1,	 les	 traits	représentent	les	 introns	 et	 les	 «	rectangles	»,	 les	 exons.	 (Bas),	 la	 protéine	 Sarm1	 humaine	 avec	 ses	domaines	est	illustrée,	à	partir	du	N	terminal	(Nter)	en	position	1	jusqu’au	C	terminal	(Cter)	en	position	724.	M,	localisation	mitochondriale	;	SAM,	Sterile	α	motif	;	TIR,	Toll-Interleukin-1	receptor.	(A-B)	D’après	Osterloh	et	al.	2012	[206].					
I.2.3. Implication des MAPKs 	 En	aval	de	 la	protéine	Sarm1	se	 trouve	une	 cascade	d’enzymes	kinases,	qui	 toutes	s’activent	les	unes	les	autres	pour	in	fine	mener	à	l’expression	de	facteurs	de	transcription	et	d’autres	gènes	impliqués	dans	la	réponse	immunitaire.	Récemment,	il	a	été	montré	que	la	voie	des	MAPKs	était	centrale	à	la	neurodégénérescence	dans	des	conditions	pathologiques	notamment	à	travers	un	dérèglement	énergétique	cellulaire	[209].	Une	autre	publication	de	2015	 a	mis	 en	 évidence	 que	 la	mort	 neuronale	 due	 à	 une	 déplétion	 de	 TDP-43	 dans	 les	microglies	 passait	 par	 l’activation	 de	 la	 voie	 MAPK/ERK	 (Extracellular	 signal-regulated	kinase	1)	afin	d’activer	 la	cyclooxygénase	2	et	 la	prostaglandine	E2	[210].	Et	en	2016	une	autre	étude	dans	le	journal	Neuron	est	venue	appuyer	l’implication	de	Sarm1	et	des	MAPKs	dans	la	destruction	axonale,	entre	autres	via	 la	NAD+	(nicotinamide	adenine	dinucleotide)	et	à	travers	un	déficit	énergétique	global	[204].	Les	protéines	de	la	voie	intracellulaire	Sarm1	sont	principalement	des	MAPKs	(MAP-kinases	ou	encore	Mitogen-activated	protein	kinases)	et	sont	bien	conservées	à	travers	les	espèces	 (Figures	 9	 et	 10).	 Chez	 les	 mammifères,	 nous	 retrouvons	 de	 manière	 non-exhaustive	 en	 deçà	 de	 Sarm1	 des	 MAPKKKs	 (ou	 encore	 MAP-kinase-kinase-kinase	 ou	encore	 MAP3Ks)	 telles	 que	 MEKK4	 (Mitogen-activated	 protein	 kinase	 kinase	 4),	 MLK2	(Mixed	 lineage	 kinase	 2)	 et	 DLK	 (Dual	 leucine	 zipper	 kinase),	 plus	 en	 aval	 encore	 des	MAPKKs	 (ou	encore	MAP-kinase-kinase	ou	encore	MAP2Ks)	 telles	que	 les	MKK3,4,5	ou	7	(Mitogen-activated	protein	kinase	kinase	-3,4,	5	ou	7)	et	enfin	des	MAPKs	telles	que	p38	ou	JNK-1,2	ou	3	(Jun	N	terminal	kinase	-1,2	ou	3).	Ces	dernières	ont	des	effets	néfastes	pour	la		
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Figure	9	 :	Voie	 intracellulaire	chez	 les	mammifères	de	 l’activation	de	 la	voie	Sarm1	











cellule	entrainant	 la	mort	 cellulaire,	 par	 une	 baisse	 de	 l’ATP	 (Adénosine	 triphosphate)	 et	l’activation	de	calpaïnes	dans	le	cas	des	kinases	JNKs	ou	plus	directement	dans	le	cas	de	p38	[209,211].	 Chez	 des	 modèles	 de	 souris	 SLA,	 il	 est	 retrouvé	 une	 activation	 anormale	 de	kinases	dans	les	motoneurones,	ainsi	que	des	phosphorylations	aberrantes	et	un	déficit	du	transport	axonal.	Notamment	cette	interruption	de	transport	due	à	la	mutation	dans	le	gène	
SOD1	passerait	par	une	dérégulation	de	la	MAPK	p38	[212].	Néanmoins,	le	rôle	de	p38	dans	le	déficit	énergétique	reste	encore	à	débattre.	La	 protéine	 p38	 est	 certainement	 la	 plus	 étudiée	 de	 la	 voie	 des	 MAPKs	 dans	 le	contexte	de	la	SLA.	Par	exemple,	par	inhibition	pharmacologique	ou	génétique	de	p38,	une	étude	récente	a	montré	que	la	toxicité	de	TDP-43	chez	la	drosophile	était	diminuée	au	stade	adulte	et	que	la	neurodégénéréscence	passait	par	un	stress	oxydatif,	contrairement	à	la	voie	JNK	 [213].	Par	 ailleurs,	 chez	des	 souris	 SOD1G93A	modélisant	 la	 SLA,	 il	 a	 été	observé	 (par	immunobuvardage)	une	accumulation	de	p38	dans	la	moelle-épinière	des	souris	pendant	la	progression	de	 la	maladie,	 ainsi	que	 sa	 forme	phosphorylée	en	pré-symptomatique	 [214-216].	 De	 plus,	 une	 accumulation	 de	 p38	 a	 été	 retrouvée	 co-localisée	 dans	 les	 astrocytes	hypertrophiés	et	 la	microglie	activée	[214,216].	Enfin,	une	 inhibition	pharmacologique	de	p38	au	SB203580	réprime	complètement	l’apoptose	induite	par	la	protéine	SOD1	mutée	et	l’utilisation	de	 l’inhibiteur	semapimod,	déjà	utilisé	en	clinique,	prolonge	 légèrement	 la	vie	des	souris	SOD1	et	protège	largement	les	neurones	contre	la	dégénérescence.	Ces	résultats	indiquent	la	probable	implication	de	p38	dans	la	SLA	et	d’une	manière	plus	générale	celle	des	MAPKs	[216].		
I.2.4. L’immunité chez C. elegans 	 Afin	d’étudier	la	relation	entre	le	système	immunitaire	et	la	SLA,	nous	nous	sommes	servis	 du	 ver	 C.	 elegans	 qui	 fût	 utilisé	 dans	 de	 nombreuses	 études	 pour	 la	 grande	conservation	phylogénétique	de	son	système	 immunitaire	 inné.	Le	ver	ne	possède	pas	de	cellules	 immunitaires	 à	 proprement	 parlé	 comme	 chez	 l’Homme	 bien	 qu’il	 ait	 un	 certain	nombre	 d’autres	 mécanismes	 de	 défense	 contre	 les	 pathogènes.	 Il	 faut	 rappeler	 que	 C.	
elegans	vit	dans	 le	sol	et	se	nourrit	de	bactéries,	qui	elles-mêmes	 l’infectent	et	 font	varier	
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combattre	l’infection.	Ils	sembleraient	surtout	être	libérés	par	l’intestin	et	l’hypoderme	du	ver.	 ABF-1	 (Antibacterial	 factor	 1),	 ABF-2	 (Antibacterial	 factor	 2)	 sont	 des	 exemples	 de	peptides	antimicrobiens	[225]	tandis	que	NLP-29,	NLP-31	seraient	à	la	fois	antimicrobiens	et	antifongiques	[226].		Les	ARNs	interférents	/	microARNs	Les	 principaux	 composés	 immuns	 sont	 les	 ARNs	 interférents	 (ARNi)	 et	 les	microARNs,	qui	jouent	un	rôle	de	répresseurs	de	la	traduction	lors	d’attaque	de	pathogènes.	Il	a	été	montré	par	différents	procédés	que	les	ARNi	étaient	de	puissants	outils	de	défense	anti-virale	chez	C.	elegans	[227,228].	La	plupart	des	études	sur	les	ARNi	ont	démontré	leurs	potentiels	contre	les	virus,	mais	pas	contre	les	bactéries.	Une	étude	utilisant	l’infection	de	C.	
elegans	 par	 le	 bacille	 B.	 thuringiensis	 DB27	 a	 pourtant	 montré	 une	 résistance	 à	 cette	bactérie	 qui	 cause	 des	 pores	 intestinaux	 par	 la	 libération	 de	 toxines.	 La	 souche	mutante	pour	nasp-1	(human	nuclear	 autoantigenic	 sperm	protein	 homolog	 -1),	 un	 gène	 impliqué	dans	 les	 processus	 d’ARNi,	 et	 la	 souche	mutante	 pour	dcr-1	 ayant	 une	 perte	 de	 fonction	dans	sa	capacité	à	maturer	les	microARNs	–	et	non	déficitaire	dans	les	processus	d’ARNi	–	sont	 resistantes	 à	 la	bactérie	B.	thuringiensis	DB27.	 Ceci	 suggère	un	 rôle	 immunitaire	des	ARNi	et	des	microARNs	dans	 l’immunité	antibactérienne.	Cette	résistance	passerait	par	 la	voie	p38/PMK-1	[229].	De	plus,	Les	microARNs	font	partie	intégrante	de	la	modulation	de	la	réponse	immune.	Ren	et	Ambros	ont	observé	en	2015	que	la	voie	TIR-1	chez	C.	elegans	inhibe	le	microARN	let-7	qui	va	moduler	la	résistance	à	l’infection	[169],	tandis	que	Liu	et	ses	 collaborateurs	 ont	montré	 l’implication	 de	 let-7	 en	 aval	 de	 PMK-1	 lors	 de	 la	 réponse	immunitaire	 innée	 [230].	 D’autres	 microARNs	 ont	 été	 montrés	 pour	 moduler	l’inflammation,	comme	miR-18	1[231]	et	miR-155	[232]	chez	l’homme	et	miR-146a	chez	la	souris,	pour	ne	pas	être	plus	exhaustif	[233].		Rôle	des	TLRs	Les	 TLRs	 chez	 les	 mammifères	 sont	 indispensables	 pour	 la	 défense	 contre	 les	pathogènes.	Il	était	donc	naturel	de	s’interroger	sur	leurs	implications	chez	le	nématode.	Le	seul	homologue	des	TLRs	chez	C.	elegans	 est	TOL-1	 (Toll	 family	 -1).	Le	 rôle	du	 récepteur	TOL-1	chez	 le	ver	est	énigmatique.	En	effet,	nous	savons	qu’il	a	un	effet	développemental	
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[234],	mais	son	implication	immunitaire	est	discutable.	Néanmoins	un	mutant	pour	le	gène	


































































































































































































































































I.3. LE PROCESSUS DE DIFFUSION DANS LA SCLÉROSE LATÉRALE 
AMYOTROPHIQUE : ROLE DES MICROARNs 	








Figure	 12	:	 Modèle	 idéalisé	 de	 la	 diffusion	 de	 la	 SLA	 à	 partir	 d’un	 point	 focal.	 A.	Début	des	 symptômes,	 dégénérescence	des	 neurones	moteurs	 supérieurs	 et	 inférieurs	 au	niveau	 d’un	 point	 focal	 (en	 rouge).	 B.	 Diffusion	 précoce	:	 la	 neurodégénérescence	commence	 à	 s’étendre	 autour	 du	 point	 focal	 et	 les	 manifestations	 cliniques	 deviennent	complexes.	C.	Diffusion	continue	vers	l’extérieur	:	la	diffusion	s’étend	rostro-caudalement	et	latéralement.	 D.	 Diffusion	 avancée	:	 la	 dégénérescence	 est	 étendue	 et	 symétrique	 dans	l’espace.	Au	niveau	focal	 la	dégénérescence	est	 intense	(rouge	foncé)	et	 les	motoneurones	touchés	sont	éloignés	de	l’origine	(jaune/orange).	D’après	Ravits	et	al.	2009	[238].				 			
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Les	 protéines	 FUS	 et	 TDP-43	 ont	 également	 un	 domaine	 «	prion-like	»	 qui	 leur	confère	les	mêmes	propriétés	qu’à	SOD1	[244]	(Pour	revue	:	[245]).	TDP-43	phosphorylée	transite	 entre	 les	 cellules	 et	 une	 forme	 mal-repliée	 «	infecte	»	 les	 protéines	 TDP-43	«	saines	»	[244].	Dans	une	co-culture	entre	des	motoneurones	et	des	cellules	musculaires	ou	des	astrocytes	exprimant	TDP-43	ou	FUS	mutés,	il	est	observé	une	mort	des	motoneurones,	montrant	 encore	 une	 fois	 l’importance	 du	 processus	 de	 diffusion	 [246,247].	 TDP-43	chemine	le	long	de	l’axone	et	est	transmise	entre	autres	aux	terminaisons	axonales	par	des	microvésicules	[39,248].	 La	propagation	du	signal	de	danger	se	ferait	par	divers	moyens	:	soit	par	relâche	par	les	 cellules	 de	 complexes	 protéines-ARNs	 directement,	 soit	 par	 encapsidation	 dans	 des	microvésicules/exosomes	 captés	 par	 des	 récepteurs	 et	 internalisés	 ou	 non,	 soit	 via	 des	tunnels	 formés	 entre	deux	 cellules	 voisines	 [245,249].	 Il	 est	 intéressant	de	 constater	que	des	variants	pour	le	gène	codant	une	protéine	présente	aux	zones	actives	synaptiques	–	la	protéine	UNC-13A	(Uncoordinated	protein	-13	homolog	A,	encore	appelée	Munc-13-1)	–	a	été	 montrée	 impliquée	 dans	 la	 SLA	 [250].	 En	 effet,	 lors	 d’une	 étude	 d’association	pangénomique	sur	quelques	milliers	de	patients	ayant	une	SLA	sporadique	versus	individus	sains,	il	a	été	trouvé	que	le	variant	rs12608932	au	loci	19p13.11	était	lié	au	phénotype	SLA	[251]	;	ce	qui	a	été	de	multiples	fois	vérifié	par	la	suite	[252-254].	De	surcroît,	il	semblerait	même	 que	UNC-13A	 ne	 soit	 pas	 juste	 associée	 à	 la	 SLA	mais	 ledit	 variant	 diminuerait	 la	survie	 des	 patients	 ayant	 la	 SLA	 [252].	 UNC-13A	 est	 une	 protéine	 interagissant	 avec	 le	domaine	en	doigt	de	zinc	N	terminal	des	protéines	RIM	(Rab-3-interaction	molecules)	ainsi	que	d’autres	proteines	des	vésicules	synaptiques	[255]	(Pour	revue	:	[256]).	D’une	manière	générale,	elle	influence	le	relargage	synaptique	[257].	Son	rôle	est	conservé	de	C.	elegans	à	l’Homme	[258].	La	 libération	de	molécules	par	 les	neurones	semble	donc	cruciale	dans	 la	pathogénicité	cellulaire. Malgré	la	propagation	de	ces	protéines	dans	la	SLA,	comment	expliquer	que	le	même	mécanisme	se	 retrouve	dans	 les	différentes	 formes	de	SLA	alors	que	chaque	patient	a	un	historique	 familial	 et	 génétique	 unique	?	 D’autant	 plus	 que	 par	 exemple	 TDP-43	 est	 une	protéine	 ubiquitaire	 mais	 la	 mort	 cellulaire	 ne	 touche	 principalement	 que	 les	 neurones	moteurs.	 Il	 n’est	 pas	 exclu	 que	 d’autres	 facteurs	 solubles	 soient	 à	 l’origine	 de	 la	
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transmission	 de	 la	 pathologie	 aux	 tissus	 avoisinants	 [166],	 comme	 le	 pourraient	 être	 les	microARNs,	extrêmement	labiles	et	spécifiques	à	certains	tissus. 	
I.3.2. Définitions et fonctions physiologiques des microARNs 	 En	 1993,	 Victor	 Ambros	 et	 ses	 collègues	 Rosalind	 Lee	 et	 Rhonda	 Feinbaum	découvrent	pour	la	première	fois	que	le	gène	lin-4	(Abnormal	cell	lineage	-4)	code	pour	un	microARN	 qui	 contrôle	 le	 développement	 larvaire	 chez	 C.	 elegans	 [259].	 Depuis	 la	découverte	 de	 ces	 petits	 ARNs	 d’environ	 22	 nucléotides	 de	 long,	 l’intérêt	 pour	 ces	molécules	 n’a	 cessé	 d’accroître.	 D’un	 point	 de	 vue	 évolutif,	 les	 microARNs	 sont	 très	conservés	comme	nous	le	verrons	par	la	suite,	ils	sont	présents	très	tôt	dans	la	phylogénèse,	notamment	 chez	 les	 éponges	 (Amphimedon	queenslandica)	 et	même	 chez	des	 organismes	unicellulaires	 tel	que	Chlamydomonas	reinharditii,	 ainsi	que	chez	 les	plantes.	 Il	 semblerait	toutefois	 que	 les	 microARNs	 soient	 absents	 chez	 les	 champignons	 (Pour	 revue	:	 [260]).	Nous	allons	détailler	par	la	suite	leur	structure,	leurs	mécanismes	d’action,	leur	spécificité,	leur	rôle	dans	la	communication	inter-cellulaire	ainsi	que	leur	biogénèse.				
I.3.2.1. Structure 	 D’un	 point	 de	 vue	 structurel,	 les	 microARNs	 sont	 de	 simples	 brins	 d’ARN,	 d’une	vingtaine	de	nucléotides.	Le	gène	code	pour	un	pri-miARN	qui	va	subir	des	modifications	post-transcriptionnelles	 -	 que	 nous	 détaillerons	 par	 la	 suite	 –	 en	 pré-miARN.	 Ces	 deux	structures	 se	 replient	 sur	 elles-mêmes	 par	 complémentarité	 formant	 une	 structure	 en	épingle	à	cheveux	(appelée	‘hairpin	structure’	en	anglais).	Puis	cette	structure	va	être	clivée	pour	former	deux	microARNs	matures,	un	brin	de	3’	vers	5’	qui	sera	le	brin	sens	et	un	brin	5’	vers	3’,	antisens,	que	l’on	annote	avec	un	astérisque.	Les	microARNs	ont	une	région	‘seed’	qui	 correspond	 à	une	 région	ultra-conservée,	 entre	 les	 différents	 sous-types	d’une	même	famille	 et	 même	 entre	 les	 espèces	 (Figure	 13).	 En	 ce	 qui	 concerne	 la	 nomenclature,	 on	pourra	 ajouter	 l’espèce	 avant	 le	microARN.	Par	 exemple	pour	 le	 gène	du	microARN	 let-7	
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chez	 l’Homme	Homo	 sapiens	on	 notera	 hsa-let-7,	 chez	 la	 souris	Mus	musclulus	 on	 notera	
mmu-let-7	et	chez	Caenorhabditis	elegans,	on	notera	cel-let-7.									
	
Figure	 13	:	 Structure	 en	 épingle	 à	 cheveux	 du	microARN	miR-1	 chez	C.	elegans.	Les	nucléotides	 en	 rouge	 sont	 ceux	 qui	 formeront	 les	 microARNs	 matures.	 La	 région	 ‘seed’	UGUAAGGU	est	 indiquée,	ainsi	que	 les	microARNs	sens	miR-1	et	antisens	miR-1*.	D’après	les	données	de	miRBase	(http://www.mirbase.org).							
I.3.2.2. Actions 	 Les	microARNs	sont	donc	de	petites	molécules	effectives	d’ARN	non-codants	comme	la	littérature	les	décrit.	Nous	noterons	qu’en	2015,	il	a	été	montré	chez	les	plantes	que	les	transcrits	 primaires	 de	 microARNs	 peuvent	 synthétiser	 des	 micro-peptides	 capables	d’activer	 la	 transcription	 des	microARNs	 associés	 [261],	 ce	 qui	 font	 d’eux	 des	 fragments	d’ARN	codants.	Néanmoins,	leur	rôle	principal	se	fait	sous	la	forme	non	codante,	en	régulant	l’expression	 de	 gènes	 et	 d’ARNm.	 Leurs	 rôles	 sont	 divers	 (Pour	 revue	:	 [260]).	 Par	complémentarité	directe	de	séquence	avec	un	ARNm,	ils	peuvent	bloquer	leur	traduction	en	
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protéine	 et	 parfois	 entrainer	 leur	 clivage	 par	 fixation	 d’argonautes	 aux	 régions	 ‘seed’.	 Il	arrive	 cependant	 que	 les	microARNs	 jouent	 un	 rôle	 activateur	 pour	 certains	 gènes,	mais	cela	viendrait	de	 la	 répression	d’un	ARNm	 inhibiteur	d’un	gène.	 Il	 est	 estimé	que	 chaque	microARN	a	 le	 potentiel	 de	 réguler	100	ARNm	 [260].	 Leur	 stabilité	 change	 également	 au	moment	de	l’amarrage	du	microARN	sur	l’ARNm	(en	positif	ou	en	négatif).	Nous	voyons	de	plus	en	plus	dans	la	 littérature	de	publications	sur	la	modulation	par	les	microARNs	de	la	transcription	de	gènes	ainsi	qu’au	niveau	des	histones	[262].	Si	 la	 plupart	 des	 études	 sur	 les	 microARNs	 se	 focalisent	 sur	 leur	 rôle	 répressif	d’ARNm	au	sein	de	la	cellule,	 il	existe	des	mécanismes	d’action	«	non-conventionnels	»,	où	les	microARNs	fixent	directement	des	protéines,	comme	les	«	protéines	liant	l’ARN	»	(RNA-binding	protein	en	anglais).	Par	exemple,	 la	protéine	TDP-43	lie	directement	le	microARN	miR-8485	chez	l’Homme	et	la	souris.	S’en	suivrait	une	modulation	du	neurodéveloppement	et	 même	 une	 implication	 dans	 des	 désordres	 neurologiques	 [263].	 Plusieurs	 études	 ont	investigué	l’impact	d’une	déplétion	de	TDP-43	sur	les	microARNs	et	ont	observé	une	baisse	globale	de	ces	derniers,	prouvant	un	lien	entre	les	deux	[38,264,265].	Il	 faut	savoir	que	toutes	 les	voies	métaboliques	sont	touchées	par	 la	régulation	des	microARNs	[260].	Au	sein	de	la	cellule,	ils	sont	impliqués	dans	la	réplication/prolifération	cellulaire	 [266],	 la	 différenciation	 [267]	 ou	 encore	 l’apoptose	 [268],	 mais	 jouent	 un	 rôle	également	 à	 l’échelle	 de	 l’organisme.	 Entre	 autres,	 les	microARNs	 jouent	 un	 rôle	 dans	 la	régulation	 immunitaire	comme	on	 l’a	vu	précédemment,	mais	aussi	 l’hématopoïèse	 [269],	l’organofaction	[270]	et	le	métabolisme	du	glucose[271]	et	des	lipides	[272].	Dans	certaines	conditions	 pathologiques,	 les	 microARNs	 sont	 impliqués	 dans	 la	 tumorigénèse	 [273],	 la	défense	 anti-virale	 [274],	 et	 les	 maladies	 cardiovasculaires	 [275]	 et	 neurodégénératives	[276]	(Pour	revue:	[277]).		
I.3.2.3. Spécificité 	 Les	 microARNs	 ont	 des	 rôles	 et	 des	 expressions	 bien	 spécifiques.	 Par	 exemple	 le	microARN	miR-84	inhibe	 le	gène	hbl-1	(Hunchback-like	-1)	uniquement	dans	 les	neurones	DD	(motoneurones	dont	le	corps	cellulaire	se	situe	dans	la	corde	ventrale	et	innervent	les	muscles	dorsaux)	chez	C.	elegans.	En	conséquence,	 les	neurones	DD	 	sont	remodelés	et	 le	
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développement	 est	modulé	 [278].	 De	même,	 spécifiquement	 dans	 les	 neurones,	miR-124	semble	inhibé	(directement	ou	indirectement)	par	wrn-1	(human	Werner's	syndrome	related	
-1),	 codant	 pour	 une	 hélicase	 catalysant	 des	 coupures	 de	 l’ADN,	 et	 impacterait	 sur	 le	vieillissement	 du	 ver.	 Un	 autre	 exemple	 illustrant	 la	 spécificité	 des	microARNs	 en	 terme	d’expression	et	de	fonction	et	à	la	fois	de	communication	entre	types	cellulaires	est	miR-1.	Chez	C.	elegans,	miR-1	est	exprimé	dans	les	muscles	et	inhibe	à	la	fois	l’expression	de	mef-2	
(myocyte	 enhancer	 factor-2)	 et	 de	 unc-29/unc-63,	 deux	 récepteurs	 à	 l’acetylcholine	nicotinique	 présents	 sur	 les	 neurones	 en	 présynaptique.	 De	 ces	 deux	 voies	 distinctes,	 il	résulte	une	régulation	des	synapses	neuromusculaires	[279].	Un	autre	exemple	montrant	la	communication	inter-tissulaire	«	croisée	»	est	celui	de	miR-9a	et	miR-124a.	Ils	sont	chacun	exprimés	 dans	 un	 tissu	 particulier	 (miR-124a	 est	 exprimé	 dans	 les	 neurones	 tandis	 que	miR-9a	est	exprimé	dans	l’épiderme)	et	leurs	cibles	sont	dans	un	autre	tissu	(les	cibles	de	miR-124a	sont	dans	l’épiderme,	tandis	que	celles	de	miR-9a	sont	dans	les	neurones)	[280].	Ces	 spécificités	 d’action	 et	 d’expression	 existent	 chez	 toutes	 les	 espèces.	 Par	exemple,	miR-124	est	impliqué	dans	la	différenciation	neuronale	chez	la	souris	[281],	dans	le	 branchement	 synaptique	 chez	 la	 drosophile	 [282],	 dans	 la	 plasticité	 synaptique	 chez	l’aplysie	[283]	et	dans	des	fonctions	cérébrales	chez	le	rat	[284].	Les	spécificités	dépendent	beaucoup	de	chaque	type	de	microARNs.	Chez	l’homme,	let-7a	et	let-7b	sont	présents	dans	le	cerveau,	le	foie,	le	cœur	et	les	muscles	tandis	que	miR-9	n’est	présent	que	dans	le	cerveau	[285].	 La	 surexpression	 de	miR-125b	 et	miR-181a	 dans	 des	 lignées	 cellulaires	 humaines	promeut	 la	 génération	 de	 neurones	 à	 destinée	 dopaminergique,	 tandis	 que	 miR-181a*	inhibe	 la	 différenciation	 de	 ce	 sous-type	 neuronal	 et	 par	 conséquent	 la	 formation	 de	dopamine	[286].		L’expression	 des	 microARNs	 change	 également	 au	 cours	 du	 temps	 et	 le	 patron	d’expression	varie	que	l’on	soit	au	moment	du	développement,	de	la	vie	adulte	ou	pendant	le	 vieillissement	;	 les	 processus	 régulateurs	 semblent	 être	 identiques	 [287].	 Par	 exemple,	l’expression	 du	microARN	 let-7	 augmente	 à	 la	 fin	 des	 stades	 larvaires	 chez	 C.	 elegans	et	persiste	jusqu’à	l’âge	adulte,	tandis	que	le	niveau	de	lin-41	(abnormal	cell	lineage	-41),	lui,	suit	une	tendance	inverse	[288].			
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Quid	de	la	différence	entre	miARNs	et	siARNs	?	D’un	 point	 de	 vue	 biogénèse,	 composition	 chimique,	 structure,	 mécanismes	 d’action	 et	fonction	 biochimique,	 miARNs	 et	 siARNs	 sont	 indifférenciables.	 Cependant	 il	 existe	 de	grandes	différences	au	niveau	conservation	évolutive	et	au	niveau	du	type	de	gènes	qu’ils	répriment	[289].	Notamment,	les	gènes	codant	les	miARNs	ont	un	locus	distinct	des	gènes	codant	 des	 protéines,	 alors	 que	 les	 siARNs	 dérivent	 souvent	 d’ARNs	 messagers,	 de	transposons,	de	virus	ou	d’ADN	hétérochromatique.	Les	miARNs	forment	des	structures	en	épingles	 à	 cheveux	 tandis	 que	 les	 siARNs	 sont	 simplement	 des	 duplex	 d’ARNs,	 qui	 sont	clivés	 en	 de	 multiples	 morceaux.	 Les	 miARNs	 sont	 très	 bien	 conservés	 au	 cours	 de	l’évolution,	alors	que	les	siARNs	le	sont	rarement.	Enfin,	les	siARNs	ont	tendance	à	réprimer	les	 loci	 avoisinants,	 tandis	 que	 les	miARNs	 ont	 une	 portée	 d’action	 beaucoup	 plus	 vaste	[289,290].	
	
I.3.2.4. Communication inter-cellulaire 	 De	 récentes	 études	 ont	 quantifié	 la	 présence	 de	 microARNs	 dans	 les	 fluides	corporels,	en	milieu	extracellulaire,	comme	l’urine	[291],	le	sang	[292],	la	salive	[293]	et	le	liquide	 céphalo-rachidien	 [294].	 Contrairement	 à	 ce	 à	 quoi	 l’on	 pourrait	 s’attendre	 étant	donné	 la	 forte	 quantité	 d’ARNase	 clivant	 les	 ARNs	 «	errants	»,	 les	microARNs	 endogènes	sont	très	stables	pendant	plusieurs	heures	tandis	que	les	ARNs	synthétiques	sont	dégradés	en	 moins	 de	 5	 secondes	 [295]	 (Pour	 revue	:	 [277]).	 Même	 en	 conditions	 non-physiologiques,	 comme	des	congélations	et	décongélations	répétées,	des	variations	de	pH	extrèmes	 ou	 à	 température	 ambiante	 pour	 une	 longue	 période,	 les	 microARNs	 restent	stables	[296-298].	Généralement,	les	microARNs	sont	couplés	à	des	protéines	de	transport	[299]	 ou	 encapsidés	 dans	 des	 exosomes,	 et	 sont	 relâchés	 par	 les	 cellules	 via	 des	transporteurs	 spécifiques	 ou	 par	 exocytose	 d’exosomes	 [300-302].	 Un	 exosome	 fait	 en	moyenne	50	à	90nm	de	diamètre	et	contient	un	lot	unique	d’environ	1300	ARNm	et	plus	de	100	microARNs	 [301].	D’autre	 part,	 les	microARNs	 à	 destinée	 extracellulaire	 portent	 des	EXOmotifs	«	GGAG	»	dans	75%	des	cas	et	 leur	chargement	dans	les	exosomes	est	contrôlé	par	 la	 protéine	 hnRNPA2B1	 (heterogeneous	 nuclear	 ribonucleoprotein	 A2B1)	 [303].	 Une	autre	 méthode	 de	 transfert	 horizontal	 est	 le	 transfert	 par	 nanotubes	 («	tunneling	
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nanotube	»)	 où	 il	 a	 été	 montré	 que	 du	 matériel	 protéique,	 nucléique	 ou	 même	 des	organelles	pouvaient	passer	d’une	 cellule	à	 l’autre	par	 contact	direct	des	 cytoplasmes	via	des	tunnels	de	50	à	200	nm	de	long	formés	par	des	filaments	d’actine	(Pour	revue	:	[301]).		Les	 microARNs	 sembleraient	 passer	 également	 par	 cette	 voie	 [304].	 Ce	 transport	 est	dépendant	de	l’energie	cellulaire	car	il	se	fait	au	contraire	du	gradient	de	concentration.	Par	ailleurs,	 l’ATP	 intracellulaire	 affecte	 la	 quantité	 de	 microARNs	 extracellulaires	 [305].	 La	sécrétion	de	ces	microvésicules	est	entre	autres	régulée	par	l’influx	calcique	et	la	calpaïne	[306].	 La	 plupart	 des	 études	 réalisées	 de	 nos	 jours	 sur	 les	microARNs	 portent	 sur	 leurs	rôles	dans	différents	cancers	et	la	facilité	de	mouvance	de	ceux-ci	amènerait	entre	autres	au	phénomène	métastatique.	Les	microARNs	sont	un	formidable	outil	de	communication	inter-cellulaire	 et	 leur	 fonction	 est	 variable.	 Il	 a	 par	 exemple	 été	 montré	 que	 les	 microARNs	contenus	dans	 les	exosomes	participaient	au	vieillissement,	à	 la	sénéscence	cellulaire	et	à	l’apoptose	 [307]-[308].	 Plusieurs	 d’entre	 eux	 sont	 également	 connus	 pour	 médier	l’inflammation	 [309].	 Une	 fois	 à	 l’intérieur	 de	 la	 cellule,	 ils	 peuvent	 établir	 leur	 action	répressive.	Cependant	il	existe	une	voie	non-conventionnelle	qui	a	récemment	été	décrite	:	la	 fixation	 directe	 du	microARN	 sur	 des	 récepteurs,	 entre	 autres	 des	 récepteurs	 Toll-like	(TLRs)	[308].	Fabbri	et	ses	collaborateurs	nous	offrent	une	revue	intéressante	sur	les	TLRs	comme	récepteurs	des	microARNs	en	2012	[310]	et	suggèrent	que	:		
The	identification	of	circulating	miRNAs	released	by	cells	within	exosomes	
and	 the	 demonstration	 of	 their	 ability	 to	 be	 transferred	 from	1	 cell	 to	 another	
provocatively	 suggests	 that	miRNAs	might	 act	 as	 hormones	 do.	 On	 the	 basis	 of	
this	hypothesis,	hormonal	miRNAs	should	also	have	a	receptor	to	which	they	bind	[310].			L’idée	 qu’un	 microARN	 puisse	 se	 lier	 et	 activer	 un	 récepteur	 est	 à	 la	 fois	provocatrice,	mais	somme	toute	imaginable.	Les	TLRs	sont	connus	pour	lier	des	alarmines	endogènes	 ou	 exogènes	 et	 émettre	 une	 réponse.	 Certains	 d’entre	 eux	 comme	 le	 TLR3,	 le	TLR7,	 le	 TLR8	 et	 le	 TLR9	 sont	 endosomaux	 (ou	 parfois	 à	 l’intérieur	 d’autres	 organelles	comme	les	lysosomes	ou	le	RE)	et	reconnaissent	des	acides	nucléiques.	Ainsi,	le	TLR7	et	le	TLR8	 reconnaissent	 des	 ARNs	 simple-brin,	 le	 TLR3	 reconnaît	 de	 l’ARN	 double-brin	 et	 le	
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Short	 neuroinflammatory	 responses	 are	 considered	 to	 be	 neuroprotective	
and	may	contribute	neuronal	development;	however,	when	persisting	they	result	in	
neurodegeneration	 [120].	 In	 this	 regard,	 crucial	 functions	 may	 be	 attributed	 to	
endogenous	miRNAs	as	 ligands	of	TLR-promotion	of	neuroinflammation,	as	these	

































Figure	 14	:	 Biogénèse	 des	 microARNs.	 La	 RNA	 polymérase	 II	 dans	 un	 premier	 temps		transcrit	le	gène	en	pri-miRNA.	Deux	exons	sont	rapprochés	formant	une	boucle	intronique	en	épingle	à	 cheveux	où	se	 fixe	 le	 complexe	DROSHA/DCRG8	pour	 former	un	pré-miRNA	(voie	de	droite).	Dans	le	cas	d’un	intron	en	forme	de	lasso	(voie	de	gauche),	un	spliceosome	vient	 se	 fixer	 à	 ce	 niveau	 et	 l’enzyme	DBR	 le	 clive	 en	 pré-miRNA.	 L’enzympe	ADAR	peut	éditer	des	pri-miRNAs	 en	 changeant	des	 adénosines	 en	 inosines.	 Le	miRNA	généré	passe	dans	 le	 cytoplasme	via	l’exportine-5.	 Il	peut	 suivre	une	voie	 canonique	où	 l’enzyme	Dicer	clive	la	boucle	et	forme	un	double	brin	de	miRNA	et	son	complémentaire.	Un	complexe	RISC	et	 des	 argonautes	 s’y	 attachent	 pour	 former	 un	 miRNA	mature	 qui	 peut	 être	 séquestré,	dégradé	ou	entrainer	une	répression	traductionelle.	Une	voie	non-canonique	peut	être	mise	en	 place	 où	 l’argonaute	 fixe	 directement	 le	 pré-miRNA	 et	 entraine	 sa	 maturation.	Abréviations	:	 ADAR,	 Adenosine	 deaminase	 acting	 on	 RNA;	 DBR,	 Lariat	 debranching	enzyme	;	DCRG8,	DiGeorge	syndrome	chromosomal	region	8	;	RISC,	RNA-induced	silencing	complex.	
		
I.3.3. Rôle des microARNs dans la sclérose latérale amyotrophique 	 Depuis	leur	découverte	et	aux	vues	de	leurs	propriétés,	le	rôle	que	peuvent	jouer	les	microARNs	en	conditions	pathologiques	a	été	fortement	investigué,	et	ce	particulièrement	dans	le	domaine	du	cancer.	Que	ce	soit	pour	leur	régulation	dans	les	processus	tumoraux	ou	pour	 leur	 rôle	 dans	 l’invasion	 tumorale	 et	 métastatique,	 les	 publications	 ne	 cessent	d’apporter	de	nouvelles	réponses.	Par	exemple	le	microARN	let-7	est	un	anti-cancereux	dû	à	ses	propriétés	de	répression	oncogénique	des	gènes	ras	(Rat	sarcoma)	[324]	 tandis	que	miR-21	serait	pro-apoptotique	dans	le	cancer	du	poumon	[325].	Les	microARNs	sont	aussi	impliqués	dans	d’autres	pathologies,	comme	les	infections	virales,	 les	 maladies	 liées	 à	 une	 dérégulation	 immunitaire	 ainsi	 que	 des	 maladies	neurodégénératives	(Pour	revues	:	[190,326]).	Puisque	 les	microARNs	 sont	 impliqués	 au	 niveau	 synaptique,	 il	 n’est	 pas	 étonnant	qu’ils	 soient	 liés	 à	 des	 neuropathies.	 Par	 exemple,	 miR-218	 est	 enrichi	 dans	 les	motoneurones	 embryonnaires	 de	 souris	 ainsi	 que	 dans	 leur	 moelle-épinière	 et	 est	indétectable	dans	les	autres	tissus.	Les	souris	«	knock-out	»	pour	mir-218	ont	un	phénotype	proche	de	celles	qui	ne	possèdent	pas	d’acétylcholine	et	donc	une	transmission	synaptique	manquante	:	 akinésie,	 faible	 ou	 pas	 de	 réponse	 aux	 stimuli	 nociceptifs…	 miR-218	 serait	impliqué,	d’après	les	auteurs,	dans	la	régulation	synaptique,	l’excitabilité	membranaire	et	la	
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survie	neuronale.	Il	est	intéréssant	de	noter	que	l’une	des	cibles	de	miR-218	est	le	gène	du	récepteur	 au	 glutamate	 EAAT2	 (Excitotoxic	 amino	 acid	 transporter	 2),	 modulé	 par	 le	riluzole	 dans	 la	 SLA	 [327].	Un	 autre	 exemple	:	 les	microARNs	miR-133b	 et	miR-206	 sont	présents	en	grand	nombre	à	la	membrane	post-synaptique	des	jonctions	neuromusculaires.	Leur	quantité	augmente	à	la	suite	d’une	lésion	axonale	[328].	La	première	évidence	d’un	lien	entre	les	microARNs	et	une	atteinte	neurologique	a	été	apportée	en	2006	dans	un	modèle	de	neurodégénérescence	induite	par	une	expansion	de	 polyglutamine	 due	 à	 une	 répétition	 de	 CAG	 chez	 la	 drosophile	 [329].	 Puis	 que	 ce	 soit	comme	une	dérégulation	globale	de	microARNs,	pour	une	poignée	d’entre	eux	ou	pour	un	individu	unique,	 les	 études	 se	 sont	 enchainées	 liant	microARNs	 et	maladie	 de	Parkinson,	maladie	 d’Alzheimer,	 démence	 fronto-temporale,	 maladie	 d’Huntington,	 ataxie	 spino-cérébelleuse,	etc	(Pour	revues	:	[330,331]).	En	 2012	 arrive	 la	 première	 évidence	 d’une	 signature	 de	 microARNs	 propres	 aux	patients	 ayant	 une	 SLA	 sporadique,	 au	 moins	 dans	 le	 tissu	 leucocytaire.	 Précisément,	 8	microRNAs	sur	911	analysés	étaient	sur-	ou	sous-exprimés	par	rapport	aux	patients	sains	[170].	Depuis,	foule	d’indices	montre	l’implication	des	microARNs	dans	la	SLA.		
I.3.3.1. Liens entre microARNs, leur biogénèse et les protéines liées à la sclérose 
latérale amyotrophique 	 Il	 existe	manifestement	 une	 relation	 entre	 la	 biogénèse	 des	microARNs	 et	 la	 SLA.	Commençons	 par	 l’enzyme	 ADAR,	 qui	 comme	 nous	 l’avons	 mentionné	 précédemment	permet	un	épissage	du	microARN.	Des	souris	«	knock-out	»	pour	le	gène	adar2	meurent	par	mort	 des	 motoneurones	 et	 plus	 de	 la	 moitié	 des	 patients	 ayant	 une	 SLA	 sporadique	montrent	une	activité	réduite	voire	une	inactivité	de	ADAR2	et	conséquemment	un	mauvais	épissage	 des	 ARNs	 [332].	 Chez	 C.	 elegans,	 les	 mutations	 dans	 les	 gènes	 codant	 pour	 les	orthologues	 de	 ADAR,	 adr-1	 et	 adr-2,	 ont	 une	 longévité	 écourtée	 [333].	 De	 plus,	 si	 des	motoneurones	sont	dépourvus	de	cette	enzyme,	il	y	est	noté	une	mauvaise	localisation	de	la	protéine	TDP-43	[145,334].	De	même	chez	de	jeunes	souris,	ADAR2	et	TDP-43	co-localisent	dans	 le	 noyau	des	neurones	mais	 chez	des	 souris	 âgées	qui	 voient	TDP-43	 se	délocaliser	
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dans	le	cytoplasme,	la	quantité	d’enzyme	ADAR2	diminue	dans	le	noyau	;	son	activité,	elle,	reste	la	même	[335].		La	 protéine	 TDP-43	 semble	 se	 lier	 directement	 aux	 pri-miARNs	 afin	 de	 faciliter	 la	production	 de	 pré-miARNs	 (Pour	 revue	:	 [336]).	 Une	 étude	 chez	 la	 levure	 a	 permis,	 en	analysant	 son	 génome,	 d’identifier	 des	protéines	modifiant	 la	 toxicité	de	TDP-43.	 Le	plus	grand	suppresseur	de	la	protéotoxicité	induite	par	TDP-43	s’est	révélé	être	l’enzyme	DBR-1,	qui	 permet	 la	 section	 du	 lassos	 des	 pri-microARNs.	 Sa	 suppression	 entraine,	 de	manière	inattendue,	une	accumulation	de	lasso	introniques	dans	le	cytoplasme,	ce	qui	séquestrerait	TDP-43,	réduisant	ainsi	sa	toxicité	cytoplasmique	[319].		En	 ce	 qui	 concerne	 Drosha	 et	 Dicer,	 de	 manière	 intéressante,	 TDP-43	 interagit	directement	 avec	 ces	 deux	 protéines,	 et	 ce	 rapprochement	 est	 indispensable	 au	 bon	fonctionnement	neuronal	[38].	Une	mutation	dans	le	gène	de	TDP-43	mène	entre	autres	à	une	instabilité	de	ces	protéines	[337].		FUS	se	lie	directement	à	des	pri-miARNs	spécifiques	dans	le	noyau	cellulaire,	et	cette	interaction	 est	 nécessaire	 au	 recrutement	 de	Drosha.	Des	 souris	 «	knock-out	»	 pour	dicer	ont	des	symptômes	s’apparentant	à	ceux	de	 la	SLA.	En	effet,	 l’inhibition	de	Dicer	dans	 les	motoneurones	cholinergiques	entraine	une	détérioration	de	l’activité	locomotrice	relative	à	une	atrophie	musculaire	et	une	mort	neuronale	[338].	TAF15,	une	autre	protéine	liée	à	 la	SLA	liant	les	ARNs,	est	également	impliquée	dans	la	voie	des	microARNs	[339].	Peu	de	choses	sont	connues	sur	une	interaction	avec	les	argonautes.	Une	publication	sur	 la	 drosophile	 a	 montré	 un	 lien	 entre	 la	 protéine	 ATAXIN-2,	 impliquée	 dans	 la	 SLA	(Tableau	1),	et	AGO1	[340].		
I.3.3.2. Dérégulation globale des microARNs dans la sclérose latérale amyotrophique 	 De	manière	 générale,	 une	déplétion	de	TDP-43	dans	des	 lignées	 cellulaires	 ou	des	tissus	humains	mène	à	une	modulation	de	l’expression	de	certains	microARNs.	Par	exemple,	Buratti	et	al.	montrent	en	2012	que	sur	un	panel	de	67	microARNs,	8	étaient	sur-	ou	sous-exprimés	 suite	 à	 une	 inhibition	 de	 l’expression	 de	 TDP-43	 par	 siARNs	 dans	 les	 lignées	cellulaires	SHSY5Y	(cellules	dérivées	d’un	neuroblastome	humain),	HeLa	(cellules	dérivées	d’un	adénocarcinome	humain)	et	Hep-3B	(cellules	hépatiques	humaines)	(Annexe	2	)	[264].	
	59	
De	même,	dans	un	modèle	de	cellules	souches	pluripotentes	induites	dérivées	de	neurones	de	patients	ayant	une	mutation	A90V	ou	M337V	dans	le	gène	de	TDP-43,	il	est	observé	une	diminution	 de	 la	 quantité	 de	 miR-9	 [341].	 La	 même	 année,	 Freischmidt	 et	 ses	collaborateurs	ont	quantifié	une	dizaine	de	microARNs	connus	pour	se	 lier	directement	à	TDP-43	dans	le	sérum	et	le	liquide	céphalorachidien	de	patients	ayant	une	SLA	sporadique.	Ils	seront	également	quantifiés	dans	des	cellules	dérivées	de	cellules	 lymphoblastoïdes	de	patients	 ayant	 une	 mutation	 dans	 TARDBP,	 FUS,	 SOD1,	 C9ORF72	 ou	 avec	 une	 SLA	sporadique	 (Annexe	2)	 [294].	Des	souris	dans	 lesquelles	nous	avons	 réprimé	FUS,	 ont	un	profil	d’expression	de	certains	microARNs	altéré	[342].		De	 nouveaux	 microARNs	 continuent	 sans	 cesse	 d’être	 découverts	 pour	 leur	dérégulation	dans	la	SLA	[343-348]	(Annexe	2).	Néanmoins,	les	contrôles	endogènes	sensés	être	invariables	changent	d’une	étude	à	l’autre	ainsi	que	les	méthodes	d’analyses	et	les	tests	statistiques.	 Il	 est	 donc	difficile	 de	 comparer	 les	 résultats	 et	 d’avoir	 une	 totale	 confiance,	surtout	quand	 le	«	fold	change	»	(c’est	à	dire	 le	nombre	de	fois	qu’un	microARN	varie	par	rapport	 au	 contrôle)	 est	 bas.	 Parfois	 les	 études	 se	 recoupent	 et	 montrent	 une	 même	tendance	pour	un	même	microARN	(comme	let-7b	qui	diminuerait	[264,294,349]	ou	miR-206	qui	augmenterait	dans	la	SLA	[348,350,351]).	D’une	 manière	 générale,	 près	 de	 500	 microARNs	 ont	 été	 découverts	 dérégulés	 à	l’heure	actuelle	dans	la	SLA,	que	ce	soit	chez	des	patients	ou	chez	des	modèles	de	SLA.	
 	L’hypothèse	d’une	baisse	générale	des	microARNs	Plusieurs	évidences	montrent	que	d’une	manière	générale,	la	quantité	de	microARNs	produits	est	à	la	baisse	dans	le	cas	d’un	stress	cellulaire	ainsi	que	dans	des	cas	de	mutations	relatives	 à	 la	 SLA.	 Entre	 autres	 les	 quantifications	 relatives	 de	 Freischmidt,	 Dobrowolny,	Benigni	et	Figueroa-Romero	appuient	fortement	sur	l’observation	d’une	baisse	globale	des	microARNs	 chez	 les	 patients	 ayant	 la	 SLA	 ou	 dans	 des	 modèles	 murins	[294,346,347,349,352].	 De	 plus,	 Emde	 et	 al.	 ont	 montré	 que	 d’une	 manière	 générale	 la	quantité	 relative	 de	 microARNs	 matures	 par	 rapport	 aux	 pré-miARNs	 est	 diminuée.	Néanmoins	la	quantification	est	réalisée	sur	des	extraits	d’ARNs	de	neurones,	excluant	les	microARNs	 présents	 dans	 le	 milieu	 extracellulaire.	 Ainsi,	 la	 diminution	 de	 microARNs	
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matures	 observée	 pourrait	 être	 due	 à	 une	 relâche	 accrue	 de	 ceux-ci	 dans	 le	 milieu	extracellulaire	 plutôt	 qu’à	 une	 diminution	 de	 leur	 biogénèse.	 Les	 seuls	 microARNs	réellement	quantifiés	dans	des	motoneurones	de	patients	SLA	sont	miR-9	et	miR-124,	dont	on	observe	une	diminution	dans	le	cas	pathologique.	Cependant,	les	auteurs	ont	montré	que	l’activité	de	Dicer	était	réduite	suite	à	un	stress	cellulaire	ou	à	une	sur-expression	de	gènes	mutants	relatifs	à	la	SLA	[353]	et,	en	conséquence,	la	quantité	de	microARNs	était	diminué.	De	plus,	 l’ajout	d’une	drogue	(l’enoxacine)	augmentant	 la	biogénèse	des	microARNs	serait	bénéfique	pour	les	fonctions	neuromusculaires	de	modèles	de	souris	SLA.			
I.3.3.3. Action de microARNs individuels dans les processus neurodégénératifs de          
la sclérose latérale amyotrophique 	 	En	dehors	des	 études	 ciblant	une	 large	 cohorte	de	microARNs,	 certains	 auteurs	 se	sont	 focalisés	 sur	 un	 ou	 quelques	 microARNs	 en	 particulier	 (Annexe	 2).	 De	 manière	générale,	 le	 microARN	 miR-218	 semble	 impliqué	 dans	 le	 branchement	 nerveux	intramusculaire	 et	 les	 jonctions	 neuromusculaires	 menant,	 en	 cas	 d’absence,	 à	 une	neurodégénérescence	[327].	miR-206,	lui	aussi,	a	une	action	neuromusculaire	[350]	et	a	été	montré	pour	être	surexprimé	chez	un	modèle	de	souris	SOD1	ainsi	que	dans	 le	sérum	de	patients	 ayant	 la	 SLA	 [348,350,351].	 Dans	 le	 modèle	 de	 souris	 et	 de	 rat	 SOD1,	l’administration	 en	 intraventriculaire	 d’un	 inhibiteur	 de	 miR-155	 prolonge	 leur	 survie	[344].	 Aussi,	 dans	 la	 moelle-épinière	 de	 souris	 SOD1,	 on	 retrouve	 une	 diminution	 du	microARN	miR-124a	comparé	aux	souris	contrôles	[354]	et	une	augmentation	de	miR-29b	dans	 le	 cortex	 [355].	 Parallèlement,	 une	 augmentation	de	miR-125b	est	 observée	dans	 la	moelle-épinière	de	souris	SOD1,	entrainant	une	modulation	de	NF-κB	via	 la	protéine	A20	[356].	 Des	 études	 dans	 un	modèle	 de	 SLA	 chez	 drosophile	 ont	 apporté	 l’évidence	 d’une	diminution	du	microARN	miR-9a	 lors	d’une	mutation	du	gène	codant	pour	TDP-43	[357].	Ainsi,	d’après	les	auteurs,	TDP-43	agirait	à	travers	miR-9a	afin	de	contrôler	la	spécification	des	organes	sensoriels	de	la	drosophile.	Enfin	comme	dernier	exemple,	 le	microARN	miR-338	 est	 l’un	 des	 plus	 étudié	 concernant	 la	 SLA.	 Son	 brin	 mature	 3P	 est	 clairement	 en	augmentation	chez	 les	patients	ayant	 la	SLA,	que	ce	soit	dans	 le	sang,	 le	sérum,	 le	LCR,	 la	moelle-épinière,	 le	 cortex	 frontal	 ou	 le	 cortex	 moteur	 ainsi	 que	 dans	 les	 leucocytes	
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[170,358-360].	En	 ce	qui	 concerne	 l’autre	brin	mature,	 5P,	 les	 études	 chez	 l’Homme	sont	moins	claires,	certains	voient	une	diminution	dans	la	moelle-épinière	en	post-mortem	[347]	quand	d’autres		voient	une	légère	tendance	à	la	hausse	dans	le	cortex	moteur	[359].		
I.3.4.  let-7 : un microARN crucial dans la sclérose latérale amyotrophique 	Tout	 d’abord,	 let-7	 (lethal-7)	 est	 très	 conservé	 entre	 les	 espèces	 (Figure	 15A),	particulièrement	 la	 séquence	 5P.	 En	 rouge	 a	 été	 indiquée	 la	 séquence	 «	seed	»	 ultra-conservée.	Dans	ce	tableau	n’a	été	représenté	que	let-7a	à	travers	les	espèces	mais	il	existe	souvent	d’autres	 sous-types,	 comme	nous	pouvons	 le	voir	 chez	 l’Homme	(Figure	15B)	où	nous	retrouvons	3	sous-types	de	let-7a	et	2	let-7f,	qui	varient	en	fonction	de	leur	séquence	3P,	puis	 let-7b,	 let-7c,	 let-7d,	 let-7e,	 let-7g	et	 let-7i.	Les	séquences	5P	ont	 toutes	 la	même	séquence	 «seed	»	 GAGGUAG,	 que	 l’on	 retrouve	 par	 ailleurs	 entre	 les	 espèces	 également	(Figure	 15A-B)	 et	 ne	 diffèrent	 entre	 elles	 que	 par	 quelques	 nucléotides	 indiqués	 en	 bleu	(Figure	15B).	Finalement,	à	 titre	 illustratif,	 la	structure	secondaire	du	pré-microARN	let-7	de	 C.	 elegans	 a	 été	 illustrée	 (Figure	 15C).	 Les	 couleurs	 représentent	 les	 probabilités	conformationnelles,	 avec	 en	 rouge	une	probabilité	 de	100%	et	 les	 couleurs	 tirant	 vers	 le	bleu	 donnent	 une	 probabilité	 plus	 faible.	 Cette	 conformation	 a	 été	 réalisée	 via	 le	 logiciel	









Figure	 15	:	 Structures	 primaires	 et	 secondaires	 de	 let-7.	 A.	 Tableau	 représentant	 les	séquences	5P	et	3P	de	let-7a	à	travers	les	espèces.	La	séquence	«	seed	»	est	représentée	en	rouge.	Séquences	empruntées	au	site	http://www.mirbase.org.	B.	Les	séquences	5P	et	3P		
Espèce miRNA 5P 3P
Anopheles	gambiae let-7a u	g	a	g	g	u	a	g	u	u	g	g	u	u	g	u	a	u	a	g	u -
Drosophila	pseudoobscura let-7a u	g	a	g	g	u	a	g	u	a	g	g	u	u	g	u	a	u	a	g	u -
Xenopus	tropicalis let-7a u	g	a	g	g	u	a	g	u	a	g	g	u	u	g	u	a	u	a	g	u	u	 -
Gallus	Gallus let-7a u	g	a	g	g	u	a	g	u	a	g	g	u	u	g	u	a	u	a	g	u	u -
Fugu	rubripes let-7a u	g	a	g	g	u	a	g	u	a	g	g	u	u	g	u	a	u	a	g	u	u -
Sus	scrofa let-7a u	g	a	g	g	u	a	g	u	a	g	g	u	u	g	u	a	u	a	g	u	u -
Tetraodon	nigroviridis let-7a u	g	a	g	g	u	a	g	u	a	g	g	u	u	g	u	a	u	a	g	u	u -
Bos	taurus let-7a u	g	a	g	g	u	a	g	u	a	g	g	u	u	g	u	a	u	a	g	u	u -
Monodelphis	domestica let-7a u	g	a	g	g	u	a	g	u	a	g	g	u	u	g	u	a	u	a	g	u	u -
Schmidtea	mediterranea let-7a-1 u	g	a	g	g	u	a	g	a	a	u	g	u	u	g	g	a	u	g	a	c	u g	c	u	g	u	u	c	a	a	u	u	u	u	c	u	g	c	c	u	u	u	a	a
Caenorhabditis	elegans let-7 u	g	a	g	g	u	a	g	u	a	g	g	u	u	g	u	a	u	a	g	u	u c	u	a	u	g	c	a	a	u	u	u	u	c	u	a	c	c	u	u	a	c	c	
Rattus	norvegicus let-7a-1 u	g	a	g	g	u	a	g	u	a	g	g	u	u	g	u	a	u	a	g	u	u c	u	a	u	a	c	a	a	u	c	u	a	c	u	g	u	c	u	u	u	c	c
Mus	musculus let-7a-1 u	g	a	g	g	u	a	g	u	a	g	g	u	u	g	u	a	u	a	g	u	u c	u	a	u	a	c	a	a	u	c	u	a	c	u	g	u	c	u	u	u	c	c

















des	sous-types	de	 let-7	chez	l’Homme	(hsa,	Homo	sapiens)	sont	représentées.	La	séquence	«	seed	»	est	représentée	en	rouge	et	les	nucléotides	variables	d’une	séquence	à	l’autre	sont	indiqués	en	bleu.	C.	Structure	secondaire	du	pré-microARN	let-7	chez	C.	elegans	selon	des	principes	thermodynamiquement	stables	et	faibles	en	énergie.	Du	bleu	au	rouge	correspond	la	probabilité	de	conformation	de	0	à	1,	1	étant	la	plus	haute	probabilité.	Réalisé	à	partir	du	logiciel	RNAfold	http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi.				Parmi	 les	 microARNs	 précédemment	 cités	 et	 investigués	 dans	 la	 SLA	 et	 les	neurodégénéréscences	en	général,	let-7	a	une	place	privilégiée.	Nous	nous	sommes	focalisés	sur	lui	pour	diverses	raisons.	D’abord,	une	dérégulation	notable	de	ces	différents	sous-types	tels	que	 let-7a,	 let-7b,	 let-7c,	 let-7d,	 let-7e,	 let-7g	et	 let-7i	 chez	 l’homme	ou	chez	 la	 souris	dans	le	cas	pathologique	de	SLA	[264,294,346,347,349,362].	Let-7	est	sécrété	dans	le	milieu	extracellulaire,	 par	 exemple	 via	 des	 exosomes	 [363].	 A	 l’instar	 d’autres	 microARNs	individuels	dérégulés	dans	la	neurodégénérescence	tels	que	miR-124	[364]	et	miR-8	[365],	let-7	a	été	montré	pour	conduire	à	la	neurodégénérescence	par	l’activation	du	TLR7	[308].	Une	 autre	 étude	 vient	 appuyer	 cette	 découverte,	 puisque	 Park	 et	 ses	 collaborateurs	 ont	montré	 que	 let-7b	 active	 des	 neurones	 nocicepteurs	 par	 liaison	 directe	 avec	 le	 TRL7,	 et	régulant	le	canal	cationique	TRPA1	(Transient	receptor	potential	A1)	[366].	Dans	une	étude	menée	 sur	 90	 microARNs	 chez	 C.	 elegans,	 10	 ont	 été	 trouvés	 pour	 être	 potentiellement	impliqués	dans	 la	 régénérescence	axonale,	parmi	 lesquels	 let-7	 est	 exprimé	dans	 certains	types	neuronaux	[288].	let-7	est	exprimé	à	la	fin	du	quatrième	stade	larvaire	chez	C.	elegans	et	 durant	 la	 vie	 adulte.	 Il	 inhibe	 le	 microARN	 lin-41	 qui	 inhibe	 à	 son	 tour	 lin-29	 pour	empêcher	la	régénérescence	axonale	de	se	faire	correctement	en	cas	de	blessure	[288].	Des	manipulations	 génétiques	 menant	 à	 des	 pertes	 de	 fonctions	 de	 let-7	 nous	 permettent	d’observer	 un	 cycle	 cellulaire	 dérégulé	 et	 une	 maturation	 incomplète	 des	 jonctions	neuromusculaires	et	donc	une	musculature	et	une	locomotion	anormale	chez	la	drosophile	[367].	 Une	autre	raison	pour	 laquelle	 il	 est	 intéressant	de	se	pencher	plus	en	profondeur	sur	let-7	est	son	rôle	dans	l’inflammation.	Comme	nous	avons	vu	précédemment,	il	y	a	une	composante	inflammatoire	indiscutable	dans	la	SLA	[163-165].	Par	exemple,	let-7	joue	sur	la	balance	phénotypique	M1-M2	des	macrophages/microglies	(M1	étant	globalement	pro-
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inflammatoire	et	M2	plutôt	neuroprotecteur).	Il	a	été	montré	qu’une	sur-expression	de	let-7a	 dans	 une	 lignée	murine	microgliale	 BV2	mène	 à	 une	 augmentation	 des	 facteurs	 anti-inflammatoires	 et	 protège	 les	 cellules	 des	 dommages	 apoptotiques.	 En	 conditions	 pro-inflammatoires,	 la	microglie	 exprime	plus	de	 let-7a	de	 façon	 à	 adopter	un	phénotype	M2	neuroprotecteur	[368].	Enfin,	let-7	a	été	lié	à	la	voie	TIR-1	chez	C.	elegans,	pendant	le	développement	ou	en	condition	infectieuse,	non	pas	comme	une	molécule	signale,	mais	comme	un	répresseur	de	l’expression	des	protéines	de	 la	voie	des	MAPKs	[169].	De	plus,	 let-7	aurait	un	rôle	sur	 la	progression	du	vieillissement	en	interagissant	fonctionnellement	et	physiquement	avec	des	gènes	jouant	sur	la	sénéscence	[369].		
I.4. OBJECTIFS SPÉCIFIQUES ET HYPOTHÈSES 	 L’objectif	 de	ma	 thèse	 a	 été	 de	 comprendre	 le	 rôle	 du	 système	 immunitaire	 inné	dans	un	modèle	de	sclérose	latérale	amyotrophique	chez	C.	elegans.	Puisque	la	voie	Sarm-1		est	impliquée	dans	la	mort	cellulaire	et	la	dégénérescence	axonale,	nous	avons	d’abord	émis	l’hypothèse	que	cette	voie	était	activée	dans	la	SLA.	Pour	vérifier	cela	–	au	moins	dans	deux	modèles	de	SLA	 chez	C.	elegans	 -	 et	 étant	donné	que	 la	 voie	 immunitaire	 Sarm-1	est	 très	conservée	phylogénétiquement,	nous	avons	utilisé	une	approche	génétique	afin	de	voir	si	l’absence	 de	 protéine	 fonctionnelle	 aurait	 un	 impact	 sur	 la	 protéotoxicité	 induite	 par	 les	protéines	 humaines	mutées	 TDP-43	 ou	 FUS	 préalablement	 injectées	 et	 intégrées	 dans	 le	génome	 du	 ver.	 Ces	 protéines	 étant	 exprimées	 dans	 les	 motoneurones	 GABAergiques,	 il	était	 aisé	 de	 suivre	 la	 paralysie	 et	 la	 neurodégénérescence	 via	 un	 marqueur	 fluorescent	dans	 ces	 neurones	 (Figure	 5).	 Nous	 avons	 également	 voulu	 vérifier	 l’implication	 de	l’entièreté	de	la	voie	Sarm-1/TIR-1	dans	le	processus	de	neurodégénéréscence.	L’activation	de	 cette	 voie	 a	 également	pu	 être	 suivie	 grâce	 à	un	 rapporteur	 fluorescent,	nlp-29p::GFP,	normalement	 exprimé	 en	 condition	 infectieuse.	 NLP-29	 est	 présente	 uniquement	 dans	l’intestin	 et	 l’hypoderme	 du	 ver.	 Ainsi,	 l’observation	 d’une	 activation	 de	 la	 voie	 TIR-1	 et	donc	d’une	expression	de	NLP-29,	dans	nos	conditions	où	TDP-43	et	FUS	ne	sont	exprimées	que	 dans	 les	 neurones	 GABAergiques,	 relève	 d’un	 phénomène	 de	 signalisation	 inter-
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cellulaire.	 Afin	 d’éviter	 de	 reposer	 nos	 résultats	 sur	 un	 rapporteur	 unique,	 nous	 avons	quantifier	par	RT-semi-qPCR	 	d’autres	rapporteurs	de	 l’activation	de	 la	voie	TIR-1	chez	 le	ver,	à	savoir	F08G5.6,	F49F1.6	et	F24B8.5.	Par	ailleurs,	le	blocage	des	processus	exocytaires	nous	a	permis	de	vérifier	 cette	hypothèse.	Pour	 finir,	 afin	d’appuyer	nos	 résultats	 et	 leur	donner	 une	 potentielle	 valeur	 thérapeutique,	 nous	 avons	 usé	 de	 processus	pharmacologiques	en	inhibant	une	des	protéines	de	la	voie	TIR-1,	plus	précisément	PMK-1,	et	 vérifier	 la	 protéotoxicité	 de	 TDP-43	 et	 FUS.	 Au	moment	 de	 publier	 nos	 résultats,	 une	étude	a	montré	que	le	récepteur	DCAR-1	(DihydroCaffeic	Acid	Receptor	-1)	se	trouvait	en	amont	de	la	voie	TIR-1	chez	C.	elegans.		Nous	avons	donc	testé	si	ce	récepteur	pouvait	être	partie	intégrante	de	notre	système	menant	à	la	neurodégénérescence	(Manuscrit	1).		A	la	suite	de	cette	première	publication	restaient	deux	questions	primordiales	:		1. Quel	 peut	 être	 le	 signal	 inter-cellulaire	 relâché	 par	 les	 motoneurones	GABAergiques	 (en	 ayant	 conscience	 qu’il	 peut	 s’agir	 d’un	 ensemble	 de	molécules)	?		2. Et	quel	est	le	récepteur	impliqué	dans	la	réception	du	signal	?			 Pour	 la	 deuxième	 partie	 de	ma	 thèse,	 nous	 avons	 donc	 cherché	 à	 répondre	 à	 ces	deux	 questions	 puisqu’il	 semblerait	 que	 C.	 elegans	 soit	 un	 bon	 outil	 pour	 étudier	 le	phénomène	 de	 «	non-cell	 autonomous	»	 (i.e.	 une	 mutation	 génétique	 dans	 une	 cellule	affecte	phénotypiquement	d’autre	 cellules)	 [370].	Grâce	 à	une	 souche	de	 ver	doublement	transgénique,	 unc-17p::GFP;	 unc-47p::mCherry,	 c’est-à-dire	 ayant	 les	 neurones	cholinergiques	fluorescents	verts	et	 les	neurones	GABAergiques	fluorescents	rouges,	nous	avons	étudié	 la	neurodégénérescence	 induite	par	 la	protéine	humaine	mutée	TDP-43A315T	exprimée	 uniquement	 dans	 les	 motoneurones	 GABAergiques.	 Nous	 avons	 préalablement	vérifié	 que	 la	 dégénérescence	 des	 neurones	 cholinergiques	 était	 spécifique	 à	 la	protéotoxicité	 de	 TDP-43A315T	 et	 non	 à	 un	 dommage	 des	 neurones	 GABAergiques	 eux-mêmes.	Nous	avons	par	la	suite	cherché	à	savoir	si	les	microARNs	étaient	impliqués	dans	le	processus	 de	 paralysie,	 de	 neurodégénérescence	 et	 de	 diffusion	 trans-cellulaire	 par	l’utilisation	de	mutants	ou	par	une	répression	par	ARNi	de	Dicer,	Drosha	et	Ago2.	Puis,	nous	avons	quantifié	let-7	chez	des	vers	sauvages	et	dans	la	souche	possédant	TDP-43A315T	pour	
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observer	une	éventuelle	 fluctuation.	Nous	avons	aussi	utilisé	un	mutant	pour	 let-7	afin	de	voir	si	 la	paralysie	et	 la	neurodégénerescence	 induite	par	TDP-43A315T	étaient	réduites	ou	non.	Naturellement,	 nous	 sommes	 retournés	 à	 l’utilisation	du	 rapporteur	 fluorescent	nlp-
29p::GFP	afin	de	voir	si	la	voie	TIR-1,	activée	par	TDP-43A315T,	était	modulée	en	absence	de	let-7.	Il	était	utile	de	regarder	si	l’activation	de	TIR-1	était	spécifique	à	notre	modèle	de	SLA	chez	C.	elegans	ou	si	d’autres	modèles	de	neurodégénérescence	pouvaient	passer	par	cette	voie.	 Nous	 avons	 également	 investigué	 auprès	 des	 récepteurs	 potentiellement	 impliqués.	Puisque	 l’absence	 de	 récepteurs	 DCAR-1	 fonctionnels	 ne	 modifie	 pas	 la	neurodégénérescence	induite	par	TDP-43A315T,	nous	avons	utilisé	un	mutant	pour	tol-1,	un	gène	codant	pour	le	seul	représentant	des	TLRs	chez	C.	elegans.	Nous	avons	observé	que	la	protéine	 TOL-1,	 bien	 que	 décrite	 pour	 être	 principalement	 développementale,	 est	nécéssaire	 à	 la	 protéotoxicité	 de	TDP-43A315T.	 La	 relation	directe	 entre	TOL-1	 et	 let-7	 est	difficile	 à	 montrer	 sachant	 que	 nous	 ne	 disposions	 pas	 d’anticorps	 contre	 TOL-1	 afin	effectuer	 une	 immunoprécipitation.	 Nous	 nous	 sommes	 tournés	 vers	 des	 prédictions	biostatistiques	en	utilisant	des	interfaces	calculant	la	probabilité	que	let-7	se	lie	à	TOL-1	et	à	quels	sites	potentiels	(Manuscrit	2).	Le	but	de	ces	travaux	étant	de	trouver	de	nouveaux	axes	 de	 recherche	 et	 de	 nouvelles	 cibles	 thérapeutiques	 pour	 la	 SLA	 et	 les	 maladies	neurodégénératives	en	général.	 	
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II. Résultats 
II.1. MANUSCRIT 1 : NEURODEGENERATION IN C. elegans MODELS 
OF ALS REQUIRES TIR-1/SARM1 IMMUNE PATHWAY ACTIVATION 
IN NEURONS. 	 Julie	Vérièpe1,2,	Lucresse	Fossouo1,	and	J.	Alex	Parker1,2,3			1CRCHUM,	Montréal,	Québec,	Canada		2Département	de	pathologie	et	biologie	cellulaire,	Université	de	Montréal,	Montréal,	Québec,	Canada,		3Département	de	neurosciences,	Université	de	Montréal,	Montréal,	Québec,	Canada.						Article	publié	dans	Nature	Communications,	2015	June	10;	6:7319.							Contributions	:		J.V.	a	fait	les	expériences,	analysé	et	assemblé	les	données,	contribué	à	l’élaboration	du	projet	et	à	l’écriture	du	manuscrit.			L.F.	a	contribué	à	l’obtention	de	certaines	souches	et	a	fait	certaines	expériences	d’ARNi	et	des	tests	de	paralysie.		J.A.P.	a	dirigé	le	projet	et	participé	à	l’écriture	du	manuscrit.		 	
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	 Amyotrophic	 lateral	 sclerosis	 (ALS)	 is	 a	 fatal	 neurodegenerative	 disease	characterized	by	a	progressive	and	selective	loss	of	motor	neurons	in	the	brain	and	spinal	cord1.	 At	 the	 cellular	 and	molecular	 levels,	 numerous	mechanisms	 have	 been	 associated	with	 ALS	 including	 impaired	 axonal	 transport,	 mitochondrial	 dysfunction,	 pathological	induction	of	the	integrated	stress	response	and	neuroinflammation2.	Over	twodozen	genes	are	associated	with	ALS,	including	genes	encoding	the	DNA/RNA-binding	proteins	TAR	DNA	Binding	 Protein	 43	 (TDP-43)	 and	 fused	 in	 sarcoma	 (FUS)3.	 A	 great	 challenge	 remains	 in	functionally	 linking	 these	 ALS	mutations	 to	 pathogenic	mechanisms,	 and	with	 the	 recent	discovery	 of	 so	 many	 new	 genes	 comes	 the	 need	 to	 develop	 experimentally	 tractable	models4.		As	 many	 genes	 linked	 to	 ALS	 are	 evolutionarily	 conserved,	 we	 turned	 to	 the	nematode	 Caenorhaditis	 elegans	 to	 develop	 in	 vivo	 models	 of	 TDP-43	 and	 FUS	 motor	neuron	 degeneration5.	We	 have	 used	 these	 C.	 elegans	 ALS	models	 to	 investigate	 cellular	mechanisms	 underlying	motor	 neuron	 degeneration6–8,	 as	well	 as	 for	 drug	 discovery9–11.	Given	 the	 importance	 of	 neuroinflammation	 to	 the	 pathological	 progression	 of	neurodegeneration,	 including	 for	 ALS12,	 we	 set	 out	 to	 investigate	 fundamental	 immune	response	signalling	in	our	ALS	models.		
C.	elegans	possesses	an	innate	immune	system	that	is	induced	in	response	to	viral	or	microbial	 infection13.	 One	 antimicrobial	 defence	 pathway	 in	 C.	 elegans	 consists	 of	 tir-1,	encoding	a	Toll	Interleukin	1	Receptor	(TIR)	domain	adaptor	protein,	which	is	orthologous	to	human	Sarm1	(sterile	alpha	and	armadillo	repeats)14,	as	well	as	the	downstream	kinases	NSY-1,	SEK-1	and	PMK-115	.	Microbial	infection	triggers	this	signalling	pathway	to	activate	the	 transcription	 factor	 ATF-7,	 leading	 to	 increased	 transcription	 of	 numerous	 genes	including	one	encoding	the	antimicrobial	peptide	NLP-2916	(neuropeptide-like	protein	29).		
C.	elegans	is	an	established	model	for	investigating	conserved	genetic	pathways	that	regulate	 the	 cellular	 stress	 response	 and	 neurodegeneration4.	 In	 this	 study,	 using	transgenic	C.	elegans	models	for	ALS	we	investigate	the	role	of	the	innate	immune	response	
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and	 discover	 that	 the	 TIR-1	 pathway	 regulates	 motor	 neuron	 degeneration	 caused	 by	mutant	TDP-43	and	FUS	proteins.			
RESULTS		
Mutant	ALS	proteins	activate	an	innate	immune	response.		We	created	C.	elegans	strains	expressing	full-length,	untagged,	human	TDP-43	or	FUS	proteins	in	motor	neurons.	Transgenic	C.	elegans	expressing	mutant	TDP-43	or	FUS	in	their	motor	neurons	show	age-dependent	motility	defects	leading	to	paralysis	and	motor	neuron	degeneration	at	a	 rate	significantly	higher	 than	wild-type	TDP-43	or	FUS	control	 strains5.	These	 behavioural	 and	 degenerative	 phenotypes	 typically	 develop	 over	 7–12	 days	 of	adulthood	 for	worms	 cultured	 on	 petri	 plates.	 To	 investigate	whether	mutant	 TDP-43	 or	FUS	proteins	engaged	the	innate	immune	response,	we	crossed	our	transgenic	ALS	models	with	 a	 transgenic	 strain	 expressing	 the	 reporter	 nlp-29::GFP.	 nlp-29	 encodes	 an	antimicrobial,	 neuropeptide-like	 protein	 that	 is	 expressed	 in	 hypodermal	 and	 intestinal	tissue	(Supplementary	Fig.	1)	following	fungal	infection,	physical	injury	or	osmotic	stress17.	Thus,	 the	 nlp-29::GFP	 reporter	 brightly	 fluoresces	 when	 the	 animal	 is	 subjected	 to	infectious	and/or	wounding	conditions18,19.	At	day	9	of	adulthood	we	observed	that	mutant	TDP-43A315T	or	FUSS57∆	transgenics,	but	not	wild	type	TDP-43	or	FUS	control	strains,	caused	a	significant	increase	in	nlp-29::GFP	expression	(Fig.	1a–d).		We	extended	our	 investigation	of	 innate	 immune	response	signalling	by	examining	the	 expression	 of	 several	 additional	 genes.	 The	 genes	 F08G5.6,	 F49F1.6	 and	 T24B8.5	function	 within	 the	 tir-1	 pathway	 and	 show	 increased	 expression	 under	 infection	conditions20,21.	 We	 observed	 increased	 expression	 of	 these	 genes	 in	 animals	 expressing	mutant	TDP-43	proteins	compared	with	controls	(Fig.	1e).	These	data	demonstrate	that	the	expression	 of	 mutant	 ALS	 proteins	 in	 motor	 neurons	 induces	 the	 expression	 of	 genes	associated	with	the	innate	immune	response	in	vivo.		As	 tir-1	 is	 required	 for	 the	 induction	 of	 nlp-29	 expression	 during	 infection16,	 we	wondered	 whether	 tir-1	 was	 also	 required	 for	 nlp-29::GFP	 expression	 by	 mutant	 ALS	
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proteins.	 Using	 the	 null	mutation	 tir-1(qd4)	we	 constructed	 a	 TDP-43A315T;	 nlp-29p::GFP;	
tir-1(qd4)	strain	and	observed	it	had	 less	 fluorescence	compared	with	a	TDP-43A315T;	nlp-29::GFP	 strain	 (Fig.	 1f),	 suggesting	 the	 induction	 of	 the	 immune	 response	 by	 mutant	proteins	partially	requires	the	tir-1	pathway.		Next,	we	wondered	whether	the	induction	of	nlp-29::GFP	was	specific	to	TDP-43	or	FUS,	 or	 perhaps	 could	 be	 triggered	 by	 other	 misfolded	 proteins.	 We	 created	 strains	 to	model	 polyglutamine	 toxicity	 by	 expressing	mutant	 human	 ATXN3	 in	 the	 worm’s	motor	neurons.	 Machado-Joseph	 disease	 is	 caused	 by	 a	 trinucleotide	 CAG	 repeat	 expansion	(coding	 for	 glutamine)	 in	 ATXN322.	 We	 created	 strains	 expressing	 human	 ataxin-3	 with	either	 14	 polyglutamine	 repeats	 (wild-type	 allele)	 or	 89	 polyglutamine	 repeats	 (disease	allele).	 These	 same	 mutant	 polyQ89	 ataxin-3	 proteins	 have	 been	 previously	 shown	 to	misfold	and	cause	neurodegeneration	in	cell	culture	and	Drosophila	models23.	These	ataxin-3	C.	elegans	strains	were	then	crossed	with	the	nlp-29::GFP	reporter	and	we	observed	that	the	polyQ14	or	polyQ89	transgenes	did	not	induce	nlp-29::GFP	expression	(Supplementary	Fig.	 2).	 These	 data	 demonstrate	 that	 ALS-associated	 mutations	 in	 TDP-43	 and	 FUS	specifically	induce	nlp-29::GFP	expression,	suggesting	they	employ	pathogenic	mechanisms	distinct	from	polyglutamine	toxicity.		The	 endoplasmic	 reticulum	 (ER)	 stress	 response	 and	 increased	 levels	 of	 oxidative	stress	are	associated	with	the	expression	of	mutant	TDP-43	or	FUS	proteins	in	cells24.	Thus,	we	 investigated	 whether	 nlp-29::GFP	 expression	 was	 induced	 by	 either	 ER	 or	 oxidative	stress.	 Chemical	 induction	 of	 the	 ER	 stress	 response	 by	 tunicamycin,	 or	 the	 in	 vivo	production	 of	 oxidative	 stress	 by	 juglone	 did	 not	 activate	 nlp-29::GFP	 expression	(Supplementary	 Fig.	 3a,b).	 Finally,	 the	 antioxidant	 n-acetylcysteine	 did	 not	 extinguish	fluorescence	 signals	 in	TDP-43A315T;	 nlp-29::GFP	 animals,	 suggesting	 that	 oxidative	 stress	does	not	play	a	role	in	inducing	nlp-29::GFP	expression	(Supplementary	Fig.	3c).		
	
Induction	of	an	innate	immune	response	requires	neurosecretion.		In	our	C.	elegans	models,	the	expression	of	mutant	TDP-43	or	FUS	proteins	is	limited	to	26	GABAergic	neurons5,	yet	the	nlp-29::GFP	reporter	shows	expression	in	the	 intestine	and	hypodermis	(Supplementary	Fig.	1).	These	observations	suggest	some	sort	of	cellular	communication	 event	 occurs	 between	 the	 motor	 neurons	 and	 distal	 tissues	 like	 the	
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intestine	and	hypodermis.	There	are	numerous	developmental	and	behavioural	phenomena	that	rely	on	communication	between	the	nervous	system	and	intestinal	tissue	in	C.	elegans.	For	example,	neuron-intestine	communication	via	insulin-like	peptides	regulates	the	dauer	diapause	 decision	 during	 development25,	 and	 intestinal	 signalling	 to	 GABAergic	 neurons	regulates	a	highly	coordinated	defecation	motor	programme26.	Furthermore,	we	previously	reported	 a	 cell-nonautonomous	 effect	 for	 mutant	 TDP-43	 proteins	 in	 activating	 the	 ER	unfolded	 protein	 response.	 hsp-4	 encodes	 a	 C.	 elegans	 Hsp70	 protein	 orthologous	 to	mammalian	 Grp78/BiP,	 and	 the	 transgenic	C.	 elegans	 hsp-4::GFP	 reporter	 is	 activated	 in	intestinal	 tissue	 by	 the	 expression	 of	 mutant	 TDP-43	 in	 motor	 neurons6.	 The	 relentless	disease	 progression	 seen	 in	 ALS	 may	 be	 due	 to	 extracellular	 mechanisms	 including	 the	activity	of	unknown	secreted	molecules	capable	of	spreading	disease	to	adjacent	tissues27.		Recent	reports	show	that	the	cell	non-autonomous	activation	of	the	ER	stress28	and	heat-shock29	 responses	 in	 C.	 elegans	 requires	 proteins	 responsible	 for	 neurosecretion,	namely	 small	 clear	 vesicles	 (SCV)	 releasing	 neurotransmitters,	 and	 dense	 core	 vesicles	(DCV)	that	release	neuropeptides30,31.	Thus,	we	wondered	whether	the	mutant	TDP-43A315T	mediated	 activation	 of	 nlp-29::GFP	 was	 dependent	 on	 neurosecretion.	 unc-13	 encodes	 a	synaptic	protein	essential	for	the	release	of	SCV,	while	unc-31	encodes	a	calcium-dependent	activator	protein	required	 for	 the	release	of	DCV30,31.	Using	 loss	of	 function	mutations	 for	
unc-13	 and	 unc-31,	 we	 created	 TDP-43A315T;	 nlp-29::GFP;	 unc-13(e540)	 and	 TDP-43A315T;	nlp-29::GFP;	 unc-31(e928)	 strains	 and	 observed	 that	 these	 animals	 had	 significantly	 less	fluorescence	than	TDP-43A315T;	nlp-29::GFP	controls	(Fig.	2a–c).	Of	interest,	UNC13A	is	the	human	 orthologue	 of	 C.	 elegans	 unc-13,	 and	 UNC13A	 has	 recently	 been	 identified	 as	 a	modifier	 disease	 progression	 in	 ALS	 patients32–34.	 Thus,	 we	 hypothesized	 that	 signalling	from	 the	 motor	 neurons	 via	 unc-13	 and	 unc-31	 may	 affect	 the	 toxicity	 of	 mutant	 ALS	proteins.	As	unc-13	and	unc-31	mutants	show	strong	defects	in	motility,	we	were	unable	to	test	 whether	 they	 affected	 the	 age-dependent	 paralysis	 phenotype	 displayed	 by	 mutant	TDP-43A315T	animals.	 Instead	we	examined	whether	blocking	neurosecretion	by	unc-13	or	
unc-31	 would	 have	 an	 effect	 on	 neurodegeneration.	 Animals	 expressing	 mutant	 TDP-43	proteins	 show	 age	 dependent	 degeneration	 of	motor	 neurons5.	 Examination	 of	 the	 TDP-43A315T;	 unc-13(e540)	 and	 TDP-43A315T;	 unc-31(e928)	 strains	 revealed	 significantly	decreased	motor	neuron	degeneration	compared	with	TDP-43A315T	alone	(Fig.	2d–f).	These	
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data	suggest	that	neurosecretion	is	required	for	activation	of	the	innate	immune	response,	as	 well	 as	 neurodegeneration	 elicited	 by	 mutant	 ALS	 proteins.	 Furthermore,	 our	 data	support	 the	 notion	 that	 UNC-13/UNC13A	 is	 a	 functional	 modifier	 of	 ALS	 disease	progression.			
TIR-1	is	required	for	motor	neuron	degeneration.		We	 next	 set	 out	 to	 determine	 whether	 the	 tir-1	 pathway	 actively	 contributes	 to	neuronal	 dysfunction	 and	 neurodegeneration	 in	 our	 ALS	models.	We	 constructed	 strains	with	a	loss	of	function	mutation	for	tir-1	along	with	transgenics	expressing	mutant	TDP-43	or	FUS	proteins.	As	described	above,	transgenic	worms	expressing	mutant	TDP-43	or	FUS	proteins	 show	 age-dependent	 motility	 defects	 leading	 to	 progressive	 paralysis	 and	 the	degeneration	of	motor	neurons5.	We	observed	that	TDP-43A315T;	tir-1(qd4)	and	FUSS57∆;	tir-
1(qd4)	 animals	 had	 significantly	 lower	 rates	 of	 paralysis	 compared	 with	 TDP-43A315T	 or	FUSS57∆	 alone	 with	 no	 effects	 on	 transgene	 expression	 (Fig.	 3a–d).	 We	 also	 observed	suppression	 of	 motor	 neuron	 degeneration	 in	 TDP-43A315T;	 tir-1(qd4)	 and	 FUSS57∆;	 tir-
1(qd4)	animals	compared	with	control	strains	(Fig.	3e).	In	laboratory	settings,	bacteria	are	the	 primary	 food	 source	 for	 C.	 elegans35.	 As	 the	 tir-1	 pathway	 can	 initiate	 an	 immune	response	 due	 to	 bacterial	 infection,	 we	 wished	 to	 determine	 the	 contribution	 of	 any	bacterial	 influence	on	the	suppression	of	TDP-43	motor	neuron	toxicity	by	examining	 the	rate	of	paralysis	of	TDP-43A315T;	tir-1(qd4)	animals	grown	on	heat-killed	OP50	bacteria.	We	observed	suppression	of	TDP-43A315T	mediated	paralysis	similar	 to	animals	grown	on	 live	bacteria	(Supplementary	Fig.	4),	suggesting	 that	 the	presence	of	 the	bacterial	 food	source	does	 not	 influence	 tir-1	 or	 TDP-43	motor	 neuron	 phenotypes.	 In	 addition,	we	 confirmed	that	 tir-1(qd4)	 suppressed	 motility	 defects	 using	 an	 automated	 assay	 that	 measures	 the	movement	of	C.	elegans	grown	in	liquid	culture	(Supplementary	Fig.	5).	These	data	suggest	that	tir-1	contributes	to	neuronal	dysfunction	and	degeneration	caused	by	ALS	associated	mutant	proteins.			
TIR-1	activity	in	the	nervous	system	promotes	degeneration.	Our	data	thus	far	indicate	that	mutant	ALS	proteins	induce	the	expression	of	immune	response	 genes	 via	 the	 tir-1	 pathway,	 and	 that	 blocking	 tir-1	 suppresses	 motor	 neuron	
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degeneration	caused	by	mutant	ALS	proteins.	Next	we	asked	whether	 tir-1	 activity	 in	 the	nervous	system,	distal	tissues,	or	both	was	required	for	the	paralysis	phenotype	caused	by	mutant	 TDP-43	 proteins.	 To	 answer	 these	 questions	 we	 turned	 to	 an	 RNA-interference	(RNAi)	 approach	 allowing	 for	 tissue-specific	 inhibition	 of	 tir-1	 activity.	 We	 created	transgenic	lines	expressing	mutant	TDP-43	in	conjunction	with	C.	elegans	strains	that	were	sensitive	 to	 RNAi	 only	 within	 neurons,	 body	 wall	 muscle	 cells	 or	 intestinal	 tissue8.	 We	observed	that	tir-1	(RNAi)	suppressed	paralysis	in	worms	sensitized	to	RNAi	in	the	nervous	system,	but	 failed	 to	suppress	paralysis	 in	strains	sensitized	 to	RNAi	 in	body	wall	muscle	cells	or	 intestinal	 tissue	 (Supplementary	Fig.	6).	These	data	 suggest	 that	activation	of	 the	
tir-1	signalling	pathway	within	the	nervous	system	is	required	for	mutant	TDP-43	toxicity.	Our	 emerging	 model	 is	 that	 mutant	 ALS	 proteins	 in	 the	 nervous	 system	 initiate	 a	neurosecretory	 event	 that	 triggers	 an	 immune	 response	 in	 distal	 tissues	 (intestine,	hypodermis)	as	well	as	locally	in	motor	neurons	leading	to	neurodegeneration.		
TIR-1	pathway	kinases	promote	neurodegeneration.		Essential	 to	 the	 TIR-1	 mediated	 response	 is	 a	 signalling	 cascade	 involving	 the	kinases	 NSY-1/MAP3K,	 SEK-1/MAPK	 and	 PMK-1/p38	MAPK.	 To	 determine	whether	 this	signalling	cassette	is	essential	for	motor	neuron	dysfunction	and	degeneration,	we	crossed	the	TDP-43A315T	 transgenics	with	 loss	of	 function	mutations	 for	nsy-1,	sek-1	or	pmk-1.	We	observed	significant	reduction	of	TDP-43A315T	induced	paralysis	and	neurodegeneration	in	TDP-43A315T;	 nsy-1(ok593),	 TDP-43A315T;	 sek-1(km4),	 and	 TDP-43A315T;	 pmk-1(km25)	compared	with	TDP-43A315T	control	strains	(Fig.	4a,b).		As	 genetic	 loss-of-function	mutations	 in	 genes	 encoding	 the	 kinases	 NSY-1,	 SEK-1	and	 PMK-1	 all	 suppressed	 TDP-43	 motor	 neuron	 toxicity,	 we	 hypothesized	 that	 these	proteins	 would	 be	 excellent	 targets	 for	 inhibition	 of	 their	 activity	 by	 small	 molecules.	Furthermore,	 mitogen-activated	 protein	 kinases	 have	 been	 extensively	 studied	 for	pharmacological	 targeting	 of	 the	 innate	 immune	 response36,	 and	 some	 of	 these	 small	molecules	 are	 clinically	 approved.	 We	 tested	 the	 p38	 kinase	 inhibitor	 SB203580	 and	observed	that	it	reduced	paralysis	and	neurodegeneration	in	TDP-43A315T	transgenics	(Fig.	4c,d).		
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Finally,	we	 treated	TDP-43A315T;	nlp-29::GFP	animals	with	SB203580	and	observed	decreased	 fluorescence	 compared	 with	 untreated	 controls	 (Fig.	 4e),	 suggesting	 that	chemically	 inhibiting	 PMK-1	 leads	 to	 a	 concomitant	 reduction	 of	 the	 innate	 immune	response	triggered	by	mutant	ALS	proteins.	Thus,	our	data	demonstrate	that	 inhibition	of	the	 kinase	 signalling	 cascade	 pathway	 downstream	 from	 TIR-1	 reduces	mutant	 TDP-43-dependent	immune	system	activation	and	motor	neuron	degeneration.		
Motor	neuron	degeneration	requires	ATF-7.		Signalling	 via	 TIR-1,	 NSY-1,	 SEK-1	 and	 PMK-1	 requires	 the	 activity	 of	 the	transcription	 factor	 ATF-7	 to	 induce	 the	 expression	 of	 innate	 immune	 response	 genes	 in	response	to	infection.	Thus,	we	predicted	that	atf-7	was	required	for	the	neurodegeneration	caused	 by	 the	 expression	 of	 mutant	 ALS	 proteins	 in	 motor	 neurons.	 Using	 the	 loss	 of	function	mutation	atf-7(qd22)	we	 created	TDP-43A315T;	atf-7(qd22)	 animals	 and	observed	that	these	animals	had	significant	reductions	in	the	rate	of	paralysis	and	neurodegeneration	compared	with	TDP-43A315T	controls	(Fig.	5).	These	data	are	consistent	with	the	notion	that	that	 atf-7	 functions	 as	 a	 downstream	 effector	 of	 the	 tir-1	 pathway,	 and	 that	 the	 chronic	activation	of	ATF-7	promotes	motor	neuron	degeneration	caused	by	mutant	ALS	proteins.		Next	 we	 investigated	 whether	 or	 not	 the	 tir-1	 signalling	 pathway	 may	 generally	affect	 the	 lifespan	 of	 worms,	 thus	 perhaps	 non-specifically	 delaying	 the	 onset	 of	degenerative	phenotypes	in	transgenics	expressing	mutant	ALS	proteins.	However,	lifespan	analyses	 indicated	 that	none	of	 the	mutations	 tested	here	 including	 for	 tir-1,	nsy-1,	sek-1,	
pmk-1	or	atf-7	extended	the	lifespan	of	mutant	TDP-43	transgenics	(Supplementary	Fig.	7).		
Mutant	TDP-43	does	not	confer	systemic	stress	resistance.	Finally,	 a	 recent	 report	 demonstrated	 that	 DNA	 damage	 in	 C.	 elegans	 germ	 cells	provokes	a	 system	wide	 innate	 immune	 response	 conferring	 systemic	 stress	 resistance37.	Thus,	we	wondered	whether	mutant	ALS	 proteins	 in	 the	 nervous	 system	would	 likewise	induce	 stress	 resistance.	 However,	 we	 previously	 reported	 that	 TDP-43A315T	 transgenics	have	 normal	 lifespan5,	 and	 here	 we	 observed	 that	 they	 displayed	 normal	 resistance	 to	osmotic	 or	 thermal	 stress,	 but	were	 sensitive	 to	 oxidative	 stress	 (Supplementary	 Fig.	 8).	Thus,	 the	 expression	 of	 mutant	 TDP-43	 proteins	 in	 motor	 neurons	 does	 not	 produce	 a	
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general	 stress	 resistance	 phenotype,	 suggesting	 that	 neuronal	 proteotoxicty	 may	 elicit	 a	stress	response	distinct	from	DNA	damage	in	the	germline.		
DCAR-1	is	not	involved	in	motor	neuron	degeneration.		TIR-1	 is	 an	 adaptor	 protein	 believed	 to	 mediate	 signalling	 downstream	 from	 an	otherwise	 unknown	 cell	 surface	 receptor	 proteins.	 Recently,	 the	 dihydrocaffeic	 acid	receptor	DCAR-1	was	identified	as	a	component	of	the	TIR-1	signalling	pathway	in	response	to	 epidermal	 infection38.	 We	 wondered	 whether	 DCAR-1	 also	 contributed	 to	neurodegeneration	from	mutant	ALS	proteins,	but	 found	that	dcar-1	null	mutations	 failed	to	 suppress	 mutant	 TDP-43-mediated	 paralysis	 and	 motor	 neuron	 degeneration	(Supplementary	 Fig.	 9).	 Thus,	 additional	 upstream	 receptor	 proteins	may	 be	 involved	 in	transmitting	signals	in	response	to	neuronal	injury	via	TIR-1,	but	distinct	from	the	DCAR-1	pathway.			
DISCUSSION		 In	higher	systems,	a	variety	of	immune	and	non-immune	cell	types	express	toll-like	receptors	 on	 their	 cell	 surface	 that	 recognize	 microbial	 pathogen-associated	 molecular	patterns	 (PAMPs)	 and	 other	 receptors	 that	 recognize	 tissue	 damage	 signals,	 such	 as	alarmins.	 Alarmins	 are	 often	 small	 molecules	 that	 are	 released	 into	 the	 extracellular	environment	 by	 damaged	 or	 dying	 cells.	 C.	 elegans	 maintains	 extensive	 surveillance	pathways	to	monitor	fundamental	cellular	activities,	that	when	disrupted	are	interpreted	as	attack	by	pathogens39.	TDP-43	and	FUS	both	contain	low-complexity	prion-like	domains40,	and	 TDP-43	 has	 been	 reported	 to	 propagate	 between	 cells	 by	 an	 exosome	 mediated	mechanism41.	 Thus,	 it	 is	 possible	 that	 mutant	 TDP-43	 or	 FUS	 could	 engage	 the	 innate	immune	response,	either	directly	or	in	response	to	alarmins	released	by	damaged	neurons.	In	this	context,	mutant	ALS	proteins	in	neurons	may	elicit	an	immune	response	as	part	of	a	host	defense	 reaction	against	pathogens,	or	 to	aid	 tissue	 repair,	or	both.	Future	unbiased	molecular	 and	 genetic	 analyses	 exploiting	 the	 power	 of	 the	 C.	 elegans	 system	 may	 help	
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identify	 the	 molecules	 necessary	 to	 induce	 the	 expression	 of	 nlp-29::GFP.	 Nonetheless,	chronic	 engagement	 of	 the	 TIR-1	 pathway	 in	 motor	 neurons	 ultimately	 leads	 to	neurodegeneration	(Fig.	6).		We	investigated	TIR-1	as	a	modifier	of	TDP-43	and	FUS	proteotoxicity	due	to	its	role	in	the	C.	elegans	 innate	 immune	system.	The	Drosophila	orthologue,	dSarm,	was	 identified	from	a	forward	genetic	screen	for	mutations	that	promoted	long-term	survival	of	severed	axons,	 and	 this	 protective	 activity	 was	 also	 observed	 in	 mice	 with	 a	 knockout	 allele	 for	Sarm142,43.	 These	 data	 suggest	 that	 TIR-1/Sarm1	may	 actively	 participate	 in	 a	 cell	 death	programme	 targeting	 damaged	 axons,	 which	 may	 be	 relevant	 to	 the	 axon	 ‘dying	 back’	phenotype	observed	in	neurodegenerative	diseases	including	ALS44.	Furthermore,	tir-1	has	been	linked	to	a	non-apoptotic	cell	death	pathway	supporting	our	observations	about	ced-3/Caspase-3-independent	 mechanisms	 regulating	 TDP-43	 toxicity	 in	 our	 C.	 elegans	 ALS	models8.		We	 recently	 reported	 that	 motor	 neuron	 degeneration	 caused	 by	 mutant	 TDP-43	proceeds	 through	dysregulated	 intracellular	calcium	signalling	resulting	 in	a	necrosis-like	degenerative	 phenotype8.	 Here,	 an	 accumulation	 of	 cytosolic	 calcium	 activates	 calpain	proteases	 that	 in	 turn	 activate	 killer	 aspartyl	 proteases	 leading	 to	 cell	 destruction45.	 A	recent	 study	 using	 mammalian	 models	 demonstrated	 that	 axonal	 injury	 phenotypes	mediated	by	Sarm1	also	require	calpain	proteases46.	Thus,	there	may	be	a	convergence	of	the	TIR-1/Sarm1	pathway	in	regulating	motor	neuron	degeneration	via	calpain	proteases	in	ALS.		 A	 cardinal	 feature	 of	 many	 late-onset	 neurodegenerative	 diseases	 is	 the	accumulation	 of	 misfolded	 proteins	 suggesting	 that	 there	 may	 be	 common	 pathogenic	mechanisms	 underlying	 many	 of	 these	 diseases.	 Our	 data	 suggest	 that	 the	 pathogenic	mechanisms	of	TDP-43	and	FUS	are	 similar	 in	 their	 ability	 to	provoke	an	 innate	 immune	response,	 and	 this	 is	 distinct	 from	 other	 forms	 of	 proteotoxicity,	 namely	 polyglutamine	toxicity	 in	 this	 instance.	 At	 this	 point	 we	 do	 not	 know	 whether	 the	 RNA	 homeostasis	functions	of	TDP-43	and	FUS	are	implicated	in	activation	of	the	tir-1	pathway	and	the	innate	immune	 response,	 or	 whether	 this	 extends	 to	 all	 genes	 associated	 with	 ALS.	 The	development	of	new	ALS	models	will	help	answer	this	question.		
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Essential	 to	 neurodegeneration	 and	 activation	 of	 nlp-29::GFP	 by	 mutant	 ALS	proteins	are	the	genes	unc-13	and	unc-31,	which	encode	proteins	with	roles	in	exocytosis31.	SCV	 generally	 contain	 classical	 neurotransmitters,	 while	 DCV	 mainly	 transport	neuropeptides,	thus	it	is	not	clear	what,	if	any,	cargos	are	shared	between	the	two	to	induce	the	expression	of	nlp-29::GFP	in	our	ALS	models.	However,	there	are	similarities	between	SCV	and	DCV	exocytosis;	 thus,	 there	may	be	a	common	mechanism,	or	secreted	molecule,	signalling	from	diseased	motor	neurons.		The	C.	elegans	unc-13	gene	encodes	a	presynaptic	protein	involved	in	the	release	of	synaptic	vesicles30.	unc-13	 is	evolutionarily	conserved	and	the	human	orthologue	UNC13A	also	has	roles	 in	 the	regulation	of	neurotransmitter	release	at	neuromuscular	 junctions47.	Directly	 relevant	 to	ALS,	 several	 research	 groups	 have	 uncovered	UNC13A	 as	 a	 potential	susceptibility	gene	for	ALS32–34,48.	Thus,	UNC13A	may	be	a	modifier	of	disease	survival	and	could	 be	 a	 target	 for	 therapeutic	 development.	 We	 observed	 that	 deletion	 of	 unc-13	suppressed	 motor	 neuron	 degeneration	 caused	 by	 mutant	 TDP-43	 proteins.	 Thus,	 we	provide	 the	 first	 functional	 validation	 of	 unc-13/UNC13A	 as	 a	 modifier	 of	 motor	 neuron	degeneration	caused	by	mutant	ALS	proteins.		TIR-1	is	believed	to	act	as	adaptor	protein	downstream	from	the	G	protein-coupled	receptor	DCAR-138,	but	we	observed	that	genetic	ablation	of	dcar-1	did	not	rescue	motility	defects	or	neurodegeneration	phenotypes	 caused	by	mutant	TDP-	43.	These	data	 suggest	that	other	receptor	proteins	may	be	responsible	 for	modulating	neuronal	degeneration	 in	conjunction	with	TIR-1.		Recent	work	has	demonstrated	 interactions	between	the	SAM	(sterile	a	motif)	and	TIR	 domains	 in	 Sarm1	 are	 responsible	 for	 axonal	 degeneration	 phenotypes43,	 suggesting	that	inhibiting	these	domains	may	be	a	therapeutic	strategy	for	limiting	neurodegeneration.	However,	the	kinases	downstream	from	TIR/Sarm1,	including	the	MAPK	p38,	have	been	the	subject	of	numerous	studies	and	many	small	molecule	 inhibitors	of	 these	protein	kinases	have	been	tested	including	in	human	clinical	trials,	most	notably	for	rheumatoid	arthritis49.	Our	C.	elegans	data	demonstrate	that	genetic	inhibition	of	the	downstream	MAPK	pathway	suppresses	neurodegeneration;	thus,	these	proteins	may	be	excellent	targets	for	inhibition	by	 small	 molecules.	 Furthermore,	 there	 are	 a	 number	 of	 FDA	 approved	 compounds	targeting	the	MAPK	pathway	that	may	have	clinical	relevance	for	ALS	patients.		
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In	 summary,	 we	 have	 identified	 an	 evolutionarily	 conserved	 signalling	 pathway	centred	on	TIR-1/Sarm1	that	regulates	motor	neuron	degeneration	caused	by	mutant	TDP-43	and	FUS	proteins.	The	components	of	this	pathway	regulate	the	innate	immune	response	and	 neuronal	 survival	 thus	 providing	 new	 targets	 to	 aid	 the	 development	 of	 therapeutic	approaches	for	ALS.				
METHODS		 Standard	methods	of	culturing	and	handling	C.	elegans	were	followed35.	Worms	were	maintained	on	standard	NGM	plates	streaked	with	OP50	E.	coli.	Strains	used	in	this	study	were	obtained	from	the	C.	elegans	Genetics	Center	(University	of	Minnesota,	Minneapolis)	unless	 indicated.	Strains	used	in	this	study	include:	atf-7(qd22),	dcar-1(tm2484),	 frIs7[nlp-
29p::GFP,col-12p::DsRed],	 nsy-1(ok593),	 oxIs12[unc-47p::GFP+lin-15],	 pmk-1(km25),	 sek-
1(ag1),	 tir-1(qd4),	 unc-13(e450)	 and	 unc-31(e928).	 Mutant	 strains	 were	 outcrossed	 4–6	times	to	N2	before	use.		Transgenic	 lines	 expressing	 mutant	 TDP-43A315T,	 wild-type	 TDP-43	 (TDP-43WT),	mutant	 FUSS57∆	 and	 wild-type	 FUS	 (FUSWT)	 were	 previously	 described5	 and	 created	 as	follows:	 Human	 cDNAs	 for	 the	 TDP-43	 and	 FUS	 alleles	 (kind	 gift	 from	 Dr	 Guy	 Rouleau,	McGill	University)	were	amplified	by	PCR	and	cloned	 into	 the	Gateway	vector	pDONR221	following	 the	manufacturer’s	protocol	 (Invitrogen).	Multisite	Gateway	 recombination	was	performed	 with	 the	 pDONR	 TDP-43	 clones	 along	 with	 clones	 containing	 the	 unc-47	promoter	(kind	gift	from	Dr	Erik	Jorgensen,	University	of	Utah,	and	Dr	Marc	Hammarlund,	Yale	University),	the	unc-54	3’	UTR	plasmid	pCM5.37	(Dr	Geraldine	Seydoux,	Johns	Hopkins,	Addgene	plasmid	17253)	and	the	destination	vector	pCFJ150	(Dr	Erik	Jorgensen,	University	of	Utah,	Addgene	plasmid	19329)	to	create	unc-47p::TDP-43	and	unc-47p::FUS	expression	vectors.	Transgenic	 lines	were	created	by	microinjection	of	unc-119(ed3)	worms,	multiple	lines	 were	 generated	 and	 strains	 behaving	 similarly	 were	 kept	 for	 further	 analysis.	Transgenes	were	 integrated	by	UV	 irradiation	and	 lines	were	outcrossed	 to	wild-type	N2	
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worms	 five	 times	 before	 use.	 Several	 strains	 showing	 comparable	 phenotypes	 and	transgene	 expression	 levels	 were	 kept	 and	 the	 strains	 used	 in	 this	 study	 include	xqIs98[unc-47p::FUSS57∆;	 unc-119(+)],	 xqIs132[unc-47p::TDP-43WT;	 unc-119(+)],	xqIs133[unc-47p::TDP-43A315T;	unc-119(+)]	and	xqIs173[unc-47p::FUSWT;	unc-119(+)].		
Single-copy	transgenic	lines.		Wild-type	 Ataxin-3-Q14,	 or	 mutant	 Ataxin-3-Q89	 cDNAs	 (from	 Dr	 Guy	 Rouleau,	McGill	 University)	 were	 cloned	 as	 described	 above	 using	 the	 Gateway	 cloning	 system	(Invitrogen)	 to	 create	 unc-47p::	 Ataxin-3-Q14	 and	 unc-47p::Ataxin-3-Q89	 expression	vectors.	 Transgenic	 lines	 were	 created	 by	 microinjection	 of	 unc-119(ed3)	 worms	 and	screened	 for	 MoSCi	 transposon	mediated	 single-copy	 insertion	 of	 the	 desired	 transgene.	Several	 lines	 were	 isolated	 for	 each	 transgene	 of	 interest	 and	 those	 showing	 similar	behavioural,	 transgene	 expression	 levels	 and	 molecular	 profiles	 were	 kept	 for	 further	analysis.	 The	 strains	 used	 in	 this	 study	 include	 XQ350	 unc-119(ed3);	 ttTi5605mosII;	xqIs350(unc-47p::ATXN3::CAG14;	 unc-119(+)),	 and	 XQ351	 unc-119(ed3);	 ttTi5605mosII;	xqIs351(unc-47p::ATXN3::CAG89;	unc-119(+)).		




RNAi	experiments.		RNA	 interference	 (RNAi)-treated	 strains	 were	 fed	 E.	 coli	 (HT115)	 containing	 an	empty	 vector	 or	 tir-1(F13B10.1).	 RNAi	 clones	 from	 the	 ORFeome	 RNAi	 library	 (Open	Biosystems).	RNAi	experiments	were	performed	at	20°C.	Worms	were	grown	on	Nematode	Growth	Media	enriched	with	1mM	isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside.	All	RNAi	paralysis	tests	were	performed	using	a	TDP-43A315T;	unc-47::GFP	in	conjunction	with	the	appropriate	mutation	and	 transgenes	 for	 tissue-specific	 silencing	 in	neurons,	 intestine	or	muscle	 cells	based	 on	 strains	 TU3401,	 VP303	 or	 NR350,	 respectively.	 To	 minimize	 developmental	effects,	 L4	worms	were	 grown	on	plates	with	RNAi	bacteria	 and	 assayed	 for	paralysis	 as	adults.	Worms	were	transferred	every	2	days.			
Paralysis	assays	on	solid	media.		Worms	 expressing	 TDP-43	 or	 FUS	 20–30	 adult	 day	 1	 of	 adulthood	 animals	 were	picked	to	NGM	plates	and	scored	daily	for	movement	over	12	days.	Animals	were	counted	as	paralysed	if	they	failed	to	move	upon	prodding	with	a	worm	pick.	Worms	were	scored	as	dead	 if	 they	 failed	 to	 move	 their	 head	 after	 being	 prodded	 on	 the	 nose	 and	 showed	 no	pharyngeal	 pumping.	 All	 experiments	 were	 conducted	 at	 20°C.	 Some	 experiments	 were	conducted	by	dissolving	SB203580	(Sigma)	into	the	NGM	plates.		
Paralysis	assay	in	liquid	culture.		Twenty,	 adult	day	4	worms	expressing	TDP-43	were	 transferred	 to	M9	buffer	 and	the	number	of	movements	were	scored	using	a	WMicrotracker	(Phylumtech).	Experiments	were	done	in	triplicate.		
Neurodegeneration	assays.		For	 scoring	of	neuronal	processes	 for	gaps	or	breakage,	TDP-43	or	FUS	 transgenic	animals	were	selected	at	day	9	of	adulthood	for	visualization	of	motor	neurons	processes	in	vivo.	Animals	were	 immobilized	 in	M9	with	5mM	levamisole	and	mounted	on	slides	with	2%	agarose	pads.	GFP	was	visualized	at	505	nm	using	a	Zeiss	Axio	Imager	M2	microscope.	The	software	used	was	Zen	Pro	2012.	Hundred	worms	were	scored	per	condition.			
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The	mean	 and	 s.e.m.	 were	 calculated	 for	 each	 trial	 and	 two-tailed	 t	 tests	 were	 used	 for	statistical	analysis.		
RT-PCR	assays.		RNA	 samples	 were	 obtained	 from	 15	 confluent	 plates	 of	 worms,	 following	 Trizol	(Invitrogen)/chloroform	extraction	and	quantified	with	a	Nano-	Photometer	(Implen).	0.01	mg	 or	 0.1	 mg	 of	 RNA	 are	 reverse	 transcribed	 with	 QuantiTect	 (Qiagen).	 Primers	 used	include	 F08G5.6	 forward,	 5’-AGTTCCAGCT	 ATGGTATATGCTC-3’	 ;	 F08G5.6	 reverse,	 5’-CAATGGTTCGTGGGCTCCA-3’	 ;	 F49F1.6	 forward,	 5’-GTGCCCAAATTATAGCGTTCCA-3’	 ;	F49F1.6	 reverse,	 5’-CTTCCACAAACTCCACAGGT-3’	 ;	 T24B8.5	 forward,	 5’-TGTGCTTGTAGCTTACACTGCTT-3’	;	T24B8.5	reverse,	5’-CATAGTTTGGGCAGAGACCAG-3’.		
Fluorescence	microscopy.		For	 visualization	 of	 nlp-29::GFP	 or	 unc-47::GFP	 animals,	 M9	 buffer	 with	 5mM	levamisole	was	used	for	immobilization.	Animals	were	mounted	on	slides	with	2%	agarose	pads.	Fluorescent	expression	for	quantification	was	visualized	with	a	Zeiss	Axio	Imager	M2	microscope.	 Fluorescent	 expression	 was	 visualized	 with	 a	 DIC	 microscope	 Carl	 Zeiss	AxioObserver	A1.	The	software	used	was	AxioVs40	4.8.2.0.	Fifteen	 to	 forty	worms	9	days	aged	 were	 visualized.	 Image	 processing	 and	 quantification	 were	 done	 with	 Adobe	Photoshop.	To	compare	fluorescence,	we	calculated	the	changes	in	the	ratio	(size/intensity	of	fluorescence).		
Statistics.		Paralysis	 curves	 were	 generated	 and	 compared	 using	 the	 Log-rank	 (Mantel-Cox)	test.	Twenty	to	 forty	animals	were	tested	per	genotype	and	repeated	at	 least	 three	times.	For	 fluorescence	and	neurodegeneration	 test,	non-parametric	 t	 test	was	realized.	Prism	5	(GraphPad	Software)	was	used	for	all	statistical	analyses.					
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Figure	 1	 Activation	 of	 immune-linked	 gene	 transcription	 in	 TDP-43	 and	 FUS	 ALS	
models.	a-c,	nlp-29::GFP	reporter	expression	in	intestinal	and	hypodermal	tissue	from	(a)	control,	 (b)	 TDP-43A315T	 and	 (c)	 FUSS57Δ	 animals.	 (d)	 Quantification	 of	 nlp-29::GFP	fluorescence	 	 in	control	 	animals	(CTRL,	n=78)	compared	to	animals	also	expressing	TDP-43WT	(n=36),	TDP-43A315T	(n=36),	FUSWT	(n=26),	FUSS57Δ	(n=72).	Error	bars	represent	SEM,	***P<0.001,	 two-tailed	 t-test.	 (e)	 Semi-quantitative	 RT-PCR	 of	 three	 immune	 response	genes	 in	 mutant	 TDP-43	 transgenics	 (TDP)	 versus	 wild	 type	 controls.	 Shown	 are	representative	 images,	and	the	data	 is	the	mean	±	SEM	of	three	independent	experiments	normalized	to	control	samples.	(f)	Quantification	of	nlp-29::GFP	fluorescence	TDP-43A315T	;	
tir-1(qd4)	 animals	 (n=15)	 versus	 controls	 (CTRL,	n=21;	 TDP-43A315T,	n=18).	 *P<0.05,	 two-tailed	t-test.			
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Figure	2	 Induction	of	 the	 innate	 immune	 response	 and	neurodegeneration	 require	
unc-13	 and	 unc-31.	Representative	 images	 of	 nlp-29::GFP	 expression	 in	 (a)	 TDP-43A315T	and	 (b)	TDP-43A315T;	unc-31(e928)	 animals.	 (c)	Quantification	of	nlp-29::GFP	 fluorescence	in	 TDP-43A315T;	unc-13(e450)	(n=37),	 and	 TDP-43A315T;	unc-31(e928)	(n=38)	animals	 plus	controls	 (CTRL,	n=45;	TDP-43A315T,	n=57).	 *P<0.05,	 two-tailed	 t-test,	error	bars	represent	SEM.	Representative	images	of	(d)	TDP-43A315T		and	(e)	TDP-43A315T;	unc-31(e928)	animals	expressing	 the	 unc-47::GFP	 reporter	 that	 fluoresces	 in	 GABAergic	 motor	 neurons.	Degeneration,	observed	as	gaps	or	breaks	along	neuronal	processes	are	indicated	(arrows).	(f)	 Quantification	 of	motor	 neuron	 degeneration	 in	 TDP-43A315T;	 unc-13(e450),	 and	 TDP-
d fe
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43A315T;	unc-31(e928)	animals	versus	TDP-43A315T	controls	**P<0.01,	***P<0.001,	two-tailed	t-test,	 error	 bars	 represent	 SEM.	 The	 fluorescent	 GFP	 images	 have	 been	 transformed	 to	black	&	white	and	photo-reversed.		 	
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Figure	 3	 tir-1	 promotes	 TDP-43A315T	 or	 FUSS57Δ-induced	 paralysis	 and	
neurodegeneration.	The	 loss	of	 function	mutation	tir-1(qd4)	 suppressed	motility	defects	and	 progressive	 paralysis	 induced	 by	 (a)	 TDP-43A315T	 	 (TDP-43A315T,	 n=211;	 tir-1(qd4),	n=229;	TDP-43A315T;	 tir-1(qd4),	n=187)	or	 (b)	FUSS57Δ	 	 (FUSS57Δ,	n=159;	tir-1(qd4),	n=151;	FUSS57Δ,	 tir-1(qd4),	 n=163)	 compared	 to	 controls,	 P<0.001,	 Log-rank	 (Mantel-Cox)-test,	error	 bars	 represent	 SEM.	 Expression	 of	 (c)	 TDP-43	 or	 (d)	 FUS	 proteins	 measured	 by	Western	 blot.	 (e)	 Quantification	 of	 neurodegeneration	 in	 GABAergic	 motor	 neurons	observed	 in	TDP-43A315T	or	FUSS57Δ	 transgenics	with	and	without	 the	 tir-1(qd4)	mutation,	*P<0.05,	two-tailed	t-test,	error	bars	represent	SEM.	 	
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neuron	 degeneration.	 Loss	 of	 function	 mutations	 nsy-1(ok593)	 (n=64),	 sek-1(km4)	(n=112)	 or	 pmk-1(km25)	 (n=142)	 suppressed	 (a)	 TDP-43A315T	 mediated	 paralysis	compared	 to	 TDP-43A315T	 alone	 (n=154),	 (P<0.001)	 and	 (b)	 motor	 neuron	 degeneration	(*P<0.05,	 **P<0.01).	The	p38	kinase	 inhibitor	SB203580	suppressed	TDP-43A315T	 induced	(c)	paralysis	(P<0.001,	control,	n=181;	+	p38	inhibitor,	n=144),	(d)	neurodegeneration	and	(e)	 nlp-29::GFP	 expression	 versus	 untreated	 controls	 (CTRL,	 n=20;	 p38	 inhibitor,	 n=15).	Log-rank	(Mantel-Cox)-test	for	paralysis	assays,	two-tailed	t-test	for	all	other	experiments.	*P<0.05,	**P<0.01,	***P<0.001.	Error	bars	represent	SEM.		 	
a b






7(qd22),	 n=198)	and	 (b)	motor	neuron	degeneration	 (*P<0.01)	 in	 transgenic	TDP-43A315T		animals	compared	to	controls.	The	log-rank	(Mantel-Cox)-test	was	used	for	paralysis	assays	and	two-tailed	t-tests	were	used	for	neurodegeneration	experiments.	
		 	
a b
Veriepe et al. Figure 5
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Figure	6	Motor	neuron	degeneration	via	the	TIR-1	signalling	pathway.	Motor	neurons	expressing	mutant	 ALS	 genes	 promote	 the	 release	 of	 a	 signalling	 molecule	 via	 neuronal	exocytosis.	 UNC-13	 is	 required	 for	 the	 release	 of	 small	 clear	 vesicles	 (SCV)	 and	neurotransmitters,	while	UNC-31	 is	 required	 for	 the	 release	of	dense	 core	vesicles	 (DCV)	containing	mainly	neuropeptides.	The	unknown	secreted	molecules	then	activate	the	TIR-1	signalling	pathway	resulting	in	the	increased	transcription	of	immune	response	genes,	like	





































Supplementary	 Figure	 5	 tir-1(qd4)	 suppresses	 swimming	 defects	 in	 TDP-43A315T	





Supplementary	 Figure	 6	 Neuronal	 specific	 tir-1(RNAi)	 suppresses	 TDP-43A315T-
induced	paralysis.	









Supplementary	 Figure	 8	 TDP-43A315T	 transgenic	 worms	 are	 sensitive	 to	 oxidative	
stress.	












II.2. MANUSCRIT 2 : TRANSCELLULAR SPREAD OF MOTOR NEURON 
DEGENERATION VIA TIR-1/Sarm1 AND THE MICRORNA let-7 	J.	Vérièpe1,	2,	C.	Bretonneau1,	3,	S.	Tavares1,	JA.	Parker1,	2,	3			1	CRCHUM,	Montréal,	Québec,	Canada.		2	Département	de	pathologie	et	biologie	cellulaire,	Université	de	Montréal,	Montréal,	Québec,	Canada.		3	Département	de	neurosciences,	Université	de	Montréal,	Montréal,	Québec,	Canada.							Article	en	révision	dans	Journal	of	Neuroscience,	Juin	2016						Contributions		J.V.	a	fait	les	expériences,	analysé	et	assemblé	les	données,	ainsi	qu’a	contribué	au	montage	du	projet	et	à	l’écriture	du	manuscrit.		C.B.	a	participé	à	faire	les	tests	de	longévité	et	de	neurodégénérescence.		S.T.	a	contribué	à	faire	les	croisements	de	souches		J.A.P.	a	dirigé	le	projet	et	a	participé	à	l’écriture	du	manuscrit.		 	
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ABSTRACT	
	The	 progressive	 spread	 of	 cell	 death	 is	 a	 hallmark	 of	 many	 age-dependent	neurodegenerative	 diseases,	 but	 the	 mechanisms	 remain	 unclear.	 We	 developed	 a	
Caenorhabditis	elegans	model	 of	 amyotrophic	 lateral	 sclerosis	based	on	 the	 expression	of	mutant	 TDP-43	 only	within	GABAergic	motor	 neurons.	We	 observed	 the	 degeneration	 of	not	 only	 GABAergic	motor	 neurons,	 but	 neighbouring	 cholinergic	motor	 neurons	 that	 do	not	express	TDP-43.	Here	we	report	that	the	micro	RNA	let-7	is	required	for	the	progressive	spread	of	motor	neuron	death	in	C.	elegans	models	of	TDP-43	toxicity	via	the	TIR-1/Sarm1	pathway.	Inactivation	of	let-7	suppresses	motor	defects,	neurodegeneration	and	activation	of	 the	 innate	 immune	 response	 in	 this	 mutant	 TDP-43	 model.	 let-7	 may	 act	 as	 a	transcellular	 signalling	 molecule	 to	 promote	 degeneration	 of	 neighbouring	 neurons	 and	could	be	a	therapeutic	target	for	motor	neuron	diseases.		 	
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	 We	use	Caenorhabditis	elegans	to	study	mechanisms	of	motor	neuron	degeneration.	A	 cardinal	 feature	 of	 many	 age-dependent	 human	 neurodegenerative	 diseases	 is	 the	progressive	 spread	 of	 neuronal	 cell	 death	 (Aggad	 et	 al.,	 2014).	 Little	 is	 known	 about	 the	genetic	signalling	pathways,	or	the	secreted	molecules	responsible	for	transmitting	signals	from	specific	sender	tissues	under	proteotoxic	stress.	We	investigated	transcellular	spread	of	neurodegeneration	using	a	C.	elegans	model	of	amyotrophic	lateral	sclerosis	(ALS).	This	pathology	 is	 the	most	 common	motor	neuron	disease	and	 there	 is	no	 curative	 treatment.	Many	 causative	 genes	 have	 been	 discovered,	 among	 which	 is	 TARDBP,	 encoding	 the	DNA/RNA	 binding	 protein	 TDP-43	 (Transactive	 response	 DNA	 binding	 protein	 -43)	(Neumann	et	al.,	2006).	Our	C.	elegans	model	is	based	on	the	transgenic	expression	of	full-length	mutant	human	TDP-43	solely	in	GABAergic	motor	neurons,	and	these	animals	show	age-dependent	 motility	 defects	 leading	 to	 paralysis	 and	 motor	 neuron	 degeneration	(Vaccaro	et	al.,	2012a).	Even	though	we	make	use	of	a	simple	genetic	model	of	ALS,	many	questions	remain.	The	 spread	 of	 neurodegeneration	 is	 a	major	 feature	 of	 ALS,	 so	 are	 neuronal	 populations	besides	 the	 GABAergic	 motor	 neurons	 affected	 in	 our	 nematode	 modelWe	 previously	demonstrated	that	TDP-43	proteotoxicity	acts	through	the	Sarm1/TIR-1	pathway	and	that	an	innate	 immune	response	is	activated	in	neurons	and	surrounding	tissues	 including	the	intestine	and	hypodermis	(Veriepe	et	al.,	2015).	However	the	danger	signal	delivered	from	GABAergic	neurons	is	still	unknown.		The	 past	 few	 years,	 especially	 in	 cancer	 field,	 has	 seen	 microRNAs	 emerge	 as	powerful	 signalling	 molecules.	 They	 have	 been	 shown	 to	 be	 released	 for	 instance	 via	exosomes	and	 to	be	 involved	 in	ageing,	 senescence,	 inflammation	and	apoptosis	 (Gantier,	2010;	Lehmann	et	al.,	2012;	Xu	and	Tahara,	2013).	Here,	we	discovered	that	the	expression	of	mutant	TDP-43	in	GABAergic	neurons	induces	degeneration	of	neighbouring	cholinergic	neurons.	This	mechanism	requires	microRNAs	and	in	particular	let-7,	already	shown	to	be	involved	in	an	Alzheimer’s	disease	model	(Lehmann	et	al.,	2012).	Furthermore	we	observed	that	 the	 ortholog	 of	 TLR	 in	 C.elegans,	 TOL-1,	 is	 implicated	 in	 TIR-1/Sarm1	 and	 let-7	
	109	





Strains	Worms	were	cultured	on	standard	NGM	plates	streaked	with	OP50	E.	coli.	Strains	used	in	this	 study	 were	 obtained	 from	 the	 C.	 elegans	 Genetics	 Center	 (University	 of	 Minnesota,	Minneapolis)	unless	indicated.	Strains	used	in	this	study	are	outcrossed	with	N2	at	least	2	times	 and	 include:	 dcr-1(mg375),	 let-7(n2853),	 let-7(mg279),	 unc-119(ed3);	maIs137[unc-
119(+)+plet-7::GFP],	 frIs7[nlp-29p::GFP,col-12p::DsRed],	 unc-17p::GFP;	 unc-47p::mCherry,	
unc-47(e307),	 unc-47(n2409),	 lin-41(tn1487),	 rme-8(b1023),	 tol-1(nr2033),	 unc-70(e524)	and	 alfa-1(ok3062).	 Transgenic	 lines	 xqIs132[unc-47::TDP-43WT;unc-119(+)],	 xqIs133[unc-
47::TDP-43A315T;unc-119(+)],	 igIs1[mec-3::htt57Q128::CFP;mec-7::YFP;lin-15(+)]	 ,	igIs245[mec-3::htt57Q19::CFP;mec-7::YFP;lin-15(+)]	and	single	copy	transgenic	lines	XQ350	
unc-119(ed3);ttTi5605mosII;xqIs350(unc-47p::ATXN3::CAG14;	 unc-119(+)),	 and	 XQ351	
unc-119(ed3);ttTi5605mosII;xqIs351(unc-47p::ATXN3::CAG89;unc-119(+))	were	previously	described	 [371-373].	 For	 the	 neuronal-specific	 silencing	 we	 crossed	 our	 mutant	 TDP-43A315T;	unc-47p::GFP	with	TU3401	strain	(sid-1(pk3321);	uIs69[pCFJ90(myo-2p::mCherry)	+	unc-119p::sid-1].		
RNAi	experiments		
E.	 coli	 (HT115)	 containing	 an	 empty	 vector	 or	dcr-1	 (K12H4.8),	drsh-1	 (F26E4.10),	alg-2	(T07D3.7),	tir-1	(F13B10.1)	and	tol-1	(C07F11.1)	clones	were	obtained	from	the	ORFeome	RNAi	 library	 (Open	 Biosystems)	 and	 were	 fed	 to	 worms.	 RNA	 interference	 (RNAi)	experiments	 were	 performed	 at	 20°C.	 Worms	 were	 grown	 on	 Nematode	 Growth	 Media	(NGM)	enriched	with	2mM	isopropyl-D-thiogalactopyranoside.	To	minimize	developmental	effects,	 L4	 worms	 were	 grown	 on	 plates	 with	 RNAi	 bacteria	 and	 assayed	 for	neurodegeneration	as	adults.	Worms	were	transferred	every	2	days.	
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Quantitative	and	semi-quantitative	real	time-PCR	Total	 RNA	 samples	were	 purified	with	 TriZol	 and	 the	 RNA	 concentration	was	 quantified	using	 a	 spectophotometer	 (Implen	 NanoPhotometer	 UV/Vis	 spectrophotometer)	 and	samples	with	 a	 ratio	 ofA260/A280>1.8	were	 kept.	 Semi-quantitative	PCR	was	performed	using	High-Capacity	cDNA	Reverse	Transcription	Kit,	Applied	Biosystem,	while	quantitative	PCR	 was	 used	 to	 detect	 microRNAs.	 Taqman	 Cel-let-7*	 (TaqMan®	 MicroRNA	 Assays,	ThermoFisher	 Scientific,	 241272)	 and	 LightCycler	 480	 Instrument	 II	 (Roche)	 were	 used	according	to	manufacturer’s	recommendations.	Quantification	was	normalized	relatively	to	
sn2343	(small	nucleolar	RNA)	 controls,	 previously	verified	 to	be	 stable	between	 samples.	Samples	were	made	in	duplicates.	Analysis	was	performed	using	2-ΔΔCt	–method.		
Paralysis	test	on	solid	media	Assays	 commenced	with	 60-100	 L4	worms	 on	 NGM	 plates	 divided	 over	 3	 plates.	Worm	motility	was	scored	daily	over	12	days	of	adulthood.	Animals	were	counted	as	paralysed	if	they	failed	to	move	upon	prodding	with	a	worm	pick.	Worms	were	scored	as	dead	if	they	failed	 to	 move	 their	 head	 after	 being	 prodded	 on	 the	 nose	 and	 showed	 no	 pharyngeal	pumping.	All	experiments	were	conducted	at	20°C.		
Neurodegeneration	assay	Strains	 expressing	 GFP	 or	 mCherry	 transgenes	 were	 examined	 for	 gaps	 or	 breakage	 in	
C.	elegans’	GABAergic	or	cholingergic	neurons.	Transgenic	worms	were	scored	at	day	9	of	adulthood	by	mounting	them	in	vivo	on	slides	with	60%	glycerol	onto	2%	agarose	pads.	GFP	was	visualized	at	505	nm	and	mCherry	at	610	nm	using	a	Zeiss	Axio	Imager	M2	microscope.	The	 software	 used	 was	 AxioVs40	 4.8.2.0.	 Approximately	 100	 worms	 were	 scored	 per	condition.	The	experiments	were	conducted	3	times.	The	mean	and	s.e.m.	were	calculated	for	each	trial	and	two-tailed	t	tests	were	used	for	statistical	analysis.			
Fluorescent	reporter	assays	Animals	 were	 mounted	 on	 slides	 with	 2%	 agarose	 pads	 with	 60%	 glycerol	 for	immobilization.	Fluorescence	was	visualized	with	a	Zeiss	Axio	Imager	M2	microscope,	and	
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for	DIC	with	Zeiss	AxioObserver	A1.	The	software	used	was	AxioVs40	4.8.2.0.	15-40	worms	at	days	7	or	9	of	adulthood	were	visualized.	Image	processing	and	quantification	were	done	with	Adobe	Photoshop.			
Western	Blotting	Worms	 were	 collected	 from	 15	 NGM	 plates	 with	 M9	 buffer.	 Protein	 extraction	 was	performed	 using	 v/v	 of	 RIPA,	 dissociated	 with	 a	 syringe,	 sonication	 for	 5	 minutes,	centrifugation	at	16,000g	and	the	supernatants	were	quantified	using	BCA	Protein	Assay	Kit	(Thermo	 Scientific).	 Thirty	 micrograms	 per	 well	 of	 protein	 were	 loaded	 in	 a	 10%	polyacrylamide	gel	 for	90	minutes,	 transferred	to	nitrocellulose	membranes	(BioRad)	and	immunoblotted.	Antibodies	used	were	rabbit	anti-TDP-43	(1:1,000,	Proteintech)	and	mouse	anti-Actin	 (1:5,000,	 MP	 Biomedical).	 Blots	 were	 visualized	 with	 peroxidase-conjugated	secondary	 antibodies	 and	 ECL	 western	 blotting	 substrate	 (Thermo	 Scientific).	 Precision	Plus	 Protein	 Kaleidoscope	 (BioRad)	 ladder	 was	 used.	 Densitometry	 was	 performed	with	Photoshop	(Adobe).			
Lifespan	assay	Lifespan	 test	 start	with	 60-100	 L4	worms	 on	NGM	plates	 divided	 over	 3	 plates.	 Every	 2	days,	dead	worms	are	counted	until	all	animals	are	dead.	Worms	are	scored	as	dead	if	they	failed	 to	 move	 their	 head	 after	 being	 prodded	 on	 the	 nose	 and	 showed	 no	 pharyngeal	pumping.	Experiments	were	conducted	at	20°C.		
Binding	Predictions	TOL-1	 and	 DCAR-1	 sequences	 and	 conserved	 domains	 were	 provided	 by	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/	 and	 let-7	 or	 miR-51	 sequences	 from	http://mirbase.org.	Predictions	of	specific	miRNAs	binding	to	protein	are	based	on	Support	Vector	 Machine	 (SVM)	 from	 RPISeq	 (http://pridb.gdcb.iastate.edu/RPISeq),	 trained	 and	based	 on	 two	 non-redundant	 datasets	 of	 RNA-protein	 interactions.	 miR-51	 was	 used	 as	negative	 control	 due	 to	 its	 restrictive	 expression	 condition.	 Prediction	 of	 RNA-binding	location	 on	 TOL-1	 was	 calculated	 from	 RNABindRPlus	 interface	(http://ailab1.ist.psu.edu/RNABindRPlus),	 which	 combined	 SVM	 predictions	 and	
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homology-based	method,	of	RNA-binding	site	are	red	marked.			
Statistical	analysis	Paralysis	 and	 lifespan	 curves	were	 generated	 and	 compared	using	 the	 Log-rank	 (Mantel-Cox)	 test.	 All	 experiments	 were	 conducted	 at	 least	 3	 times.	 For	 fluorescence	 and	neurodegeneration	 test,	 non-parametric	 t-tests	were	 used.	 A	Mann-Whitney	 statistic	 test	was	used	for	the	qPCR.	Prism	5	(GraphPad	Software)	was	used	for	all	statistical	analyses.	
	
RESULTS	
TDP-43A315T	proteotoxicity	in	GABAergic	neurons	spreads	to	cholinergic	neurons		Worms	 move	 in	 a	 characteristic	 sinusoidal	 manner,	 bending	 their	 bodies	 by	contracting	 muscles	 on	 one	 side	 of	 the	 body	 (via	 cholinergic	 signalling),	 while	 relaxing	muscles	 via	 GABA	 innervation	 on	 the	 opposite	 side	 (Jorgensen,	 2005).	 Thus,	 the	 two	neuronal	 populations	 are	 in	 close	 proximity	 to	 one	 another	 and	 we	 wondered	 if	 the	expression	of	mutant	TDP-43	only	in	GABAergic	neurons	(Vaccaro	et	al.,	2012a)	influenced	the	integrity	of	the	local	cholinergic	motor	neurons	(Figure	1A)	(Altun	and	Hall,	2011).	To	answer	 this	 question	we	 created	 transgenic	worms	 expressing	 GFP	 in	 cholinergic	motor	neurons	 (unc-17p::GFP),	 and	 fluorescent	 red	mCherry	 in	GABAergic	motor	 neurons	 (unc-
47p::mCherry).	We	crossed	this	line	with	the	TDP-43A315T	transgenic	strain	and	scored	for	axon	 breaks	 in	 aging	worms.	We	 observed	 that	 the	 expression	 of	mutant	 TDP-43A315T	 in	GABAergic	 motor	 neurons	 led	 to	 significant	 neurodegeneration	 at	 days	 7	 and	 9	 of	adulthood	compared	to	unc-47p::mCherry	controls	(Figure	1B-E).	Interestingly,	at	day	9	of	adulthood	we	observed	degeneration	of	unc-17p::GFP	cholinergic	neurons	in	animals	with	GABAergic	neurodegeneration	compared	to	unc-17p::GFP	transgenics	without	TDP-43A315T	expressed	 in	 GABAergic	 motor	 neurons	 (Figure	 1B-E).	 We	 wondered	 if	 generalized	neuronal	dysfunction	 and	degeneration	of	GABAergic	neurons	 could	 also	have	 a	negative	effect	on	the	survival	of	neighbouring	neurons.	unc-47(e307)	and	unc-47(n2409)	are	loss	of	function	mutants	 for	a	vesicular	GABA	transporter	 (McIntire	et	al.,	1997)	 that	show	early	uncoordinated	motor	phenotypes	and	we	observed	 the	degeneration	of	GABAergic	motor	
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neurons,	 but	 not	 cholinergic	 motor	 neurons,	 in	 these	 animals	 (Figure	 1F).	 These	 data	suggest	 that	 proteotoxically	 stressed	 GABAergic	 motor	 neurons	 transmit	 a	 pro-degeneration	 signal	 to	 local	 neurons,	 which	 shortly	 thereafter	 promotes	neurodegeneration.		
Non-cell	autonomous	proteotoxicity	requires	microRNA	processing	We	recently	reported	that	TDP-43-dependent	motor	neuron	degeneration	proceeds	through	 dysregulated	 intracellular	 calcium	 signalling	 resulting	 in	 a	 necrosis-like	degenerative	 phenotype	 (Aggad	 et	 al.,	 2014)	 	 and	 requires	 a	 Toll	 Interleukin	 1	 Receptor	(TIR)	domain	 adaptor	protein	 (TIR-1)	 that	 is	 orthologous	 to	human	Sarm1	 (Sterile	 alpha	and	TIR	motif-containing	protein	1)	 (Veriepe	 et	 al.,	 2015).	 Previously,	 the	 Sarm1	protein	was	 linked	 to	 neurodegeneration	 and	 neuronal	 death	 in	 a	 necroptosis-like	 manner	 and	named	‘sarmoptosis’	(Gerdts	et	al.,	2015;	Mukherjee	et	al.,	2015);	however	the	mechanisms	remain	unclear.	We	hypothesized	that	dying	motor	neurons	may	be	a	source	for	self	nucleic	acids	that	signal	and	promote	neurodegeneration	of	neighbouring	cells.	microRNAs	are	an	intriguing	 group	 of	 RNA	molecules	 that	may	 signal	 and	 activate	 pathways	 leading	 to	 cell	death	 (Su	 et	 al.,	 2015).	 Indeed,	 microRNAs	 can	 directly	 bind	 to	 Toll-like	 receptor	 (TLR)	RNA-binding	sites	(Fabbri	et	al.,	2012;	Olivieri	et	al.,	2013).	In	particular	the	microRNA	let-7	is	 released	 from	 dying	 cells	 activating	 TLR7	 expression	 in	 vertebrate	 neurons	 to	 trigger	neurodegeneration	 and	was	 shown	 to	be	 increased	 in	Alzheimer’s	 patients	 cerebrospinal	fluid	(Lehmann	et	al.,	2012).	To	 explore	 the	 role	 of	 microRNAs	 in	 motor	 neuron	 degeneration,	 we	 used	 a	 dcr-
1/Dicer	mutant	 strain	defective	 in	microRNA	biogenesis,	 and	RNA	 interference	 (RNAi)	 to	silence	alg-2/Argonaute-like	 and	drsh-1/Drosha,	 two	genes	specifically	 involved	 in	miRNA	processing.	We	 crossed	 transgenic	 strains	 expressing	mutant	 TDP-43A315T	 to	 the	 loss-of-function	 mutation	 dcr-1(mg375)	 and	 observed	 a	 dramatic	 decrease	 in	 age-dependent	paralysis	 in	 TDP-43A315T;	dcr-1(mg375)	 strains	 compared	 to	 TDP-43A315T	 controls	 (Figure	2A).	Using	a	TDP-43A315T	strain	sensitive	to	RNAi	only	in	the	nervous	system	we	observed	a	decrease	of	TDP-43A315T-induced	paralysis	and	neurodegeneration	in	animals	treated	with	
alg-2	or	drsh-1	RNAi	(Figure	2B).	Additionally,	RNAi	against	dcr-1,	alg-2	or	drsh-1	reduced	
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motor	neuron	degeneration	in	TDP-43A315T	transgenics	compared	to	control	strains	(Figure	2C).	Finally	we	investigated	the	role	of	dcr-1	in	a	non-cell	autonomous	toxicity	mechanism	by	 quantifying	 cholinergic	 neurodegeneration	 induced	 by	 TDP-43A315T	 from	 GABAergic	motor	 neurons.	 We	 observed	 a	 significant	 decrease	 of	 cholinergic	 degeneration	 in	 dcr-1	silenced	 strains	 (Figure	 2D).	 These	 data	 suggest	 that	 there	 may	 be	 a	 specific	 microRNA	responsible	for	TDP-43	toxicity	in	motor	neurons,	so	we	turned	our	attention	to	let-7.		
let-7	is	required	for	TDP-43A315T	proteotoxicity	The	22-nucleotide	let-7	sequence	is	highly	conserved	throughout	evolution,	and	the	7-nucleotide	 GAGGUAG	 ‘seed	 sequence’	 is	 present	 in	 all	 let-7	 family	 members	 across	 all	species	 (Lee	 et	 al.,	 2015a).	 In	 adult	 animals	 we	 observed	 a	 7.5	 fold	 increase	 in	 the	expression	of	 let-7	 in	TDP-43A315T	 transgenics	compared	 to	wild	 type	N2	controls	 (Figure	3A).		 We	 next	 investigated	 whether	 there	 was	 a	 functional	 consequence	 of	 let-7	expression	on	TDP-43A315T-dependent	neuronal	dysfunction	and	degeneration	phenotypes	(Vaccaro	 et	 al.,	 2012a).	We	 crossed	 the	TDP-43A315T	 transgenics	with	 the	 loss-of-function	mutation	 let-7(mg279)	 and	 observed	 decreased	 rates	 of	 paralysis	 in	 TDP-43A315T;	 let-
7(mg279)	 strains	 versus	 TDP-43A315T	 controls	 (Figure	 3B).	 Suppression	 of	 the	 paralysis	phenotype	 caused	 by	 mutant	 TDP-43A315T	 was	 accompanied	 by	 reduced	 motor	 neuron	degeneration	 in	 TDP-43A315T;	 let-7(mg279)	 strains	 compared	 to	 TDP-43A315T	 transgenic	controls	(Figure	3C,	D).	The	suppression	of	motor	neuron	toxicity	was	not	due	to	decreased	expression	of	the	TDP-43A315T	transgene	(Figure	3E)	or	an	extension	of	TDP-43A315T	lifespan	(Figure	 3F).	 Together	 these	 data	 suggest	 that	 let-7	 is	 required	 for	 TDP-43A315T-induced	motor	deficits	and	neurodegeneration.		
The	transcellular	spread	of	neurodegeneration	requires	let-7	via	the	TIR-1	pathway	We	previously	showed	that	mutant	TDP-43	activates	the	TIR-1	pathway	(Veriepe	et	al.,	 2015),	 similar	 to	 what	 happens	 when	 C.	 elegans	 is	 subject	 to	 microbial	 infection	(Couillault	 et	 al.,	 2004).	 Importantly,	 let-7	was	 recently	 identified	 as	 an	 interactor	 of	 the	TIR-1	 pathway	 in	 regulating	 innate	 immunity	 in	 C.	elegans	 (Ren	 and	 Ambros,	 2015).	
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Downstream	 of	 TIR-1	 are	 several	 kinases	 that	 activate	 the	 transcription	 factor	 ATF-7	leading	 to	 increased	 expression	 of	 genes	 including	 the	 antimicrobial	 peptide	 NLP-29.		Importantly,	 in	 this	 system	 mutant	 TDP-43A315T	 is	 expressed	 exclusively	 in	 GABAergic	motor	 neurons,	 while	 nlp-29p::GFP	 is	 expressed	 primarily	 in	 intestinal	 and	 hypodermal	cells.	 Thus,	 TIR-1	 is	 activated	 in	 a	 paracrine-like	 manner	 to	 initiate	 motor	 neuron	degeneration	 in	 response	 to	mutant	 TDP-43	 in	motor	 neurons,	 but	 TIR-1	 is	 activated	 in	distal	 tissues	 to	 promote	 expression	 of	nlp-29p::GFP	 (Veriepe	 et	 al.,	 2015).	We	 observed	some	specificity	in	the	activation	of	nlp-29p::GFP	since	polyglutamine	proteotoxicity	models	did	 not	 alter	 nlp-29p::GFP	 expression,	 while	 mutations	 leading	 to	 axon	 degeneration,	including	unc-70/β-spectrin	 (Hammarlund	 et	 al.,	 2007)	 and	alfa-1/C9ORF72	 (Therrien	 et	al.,	2013)	increased	expression	of	nlp-29p::GFP	(Figure	4A-D).			These	 data	 suggest	 there	 is	 transcellular	 signalling	 (van	 Oosten-Hawle	 and	Morimoto,	 2014)	 from	 degenerating	 motor	 neurons	 to	 distal	 tissues.	 However,	 little	 is	known	 about	 the	 signals	 that	 activate	 TIR-1	 to	 set	 this	 signalling	 pathway	 in	 motion	 in	response	to	neuronal	damage.	We	hypothesized	there	was	a	microRNA	component	required	for	activation	of	the	reporter	transgene	nlp-29p::GFP.	Transgenic	TDP-43A315T;	nlp-29p::GFP	strains	 show	 increased	 fluorescence	 compared	 to	 nlp-29p::GFP	 controls	 (Veriepe	 et	 al.,	2015),	but	this	 fluorescence	was	extinguished	in	TDP-43A315T;	nlp-29p::GFP;	dcr-1(mg375)	strains	(Figure	4E).	We	next	directly	tested	if	let-7	was	involved	and	observed	decreased	fluorescence	in	TDP-43A315T;	let-7(n2853);	nlp-29p::GFP	strains	compared	to	TDP-43;	nlp-29p::GFP	controls,	but	was	 comparable	 to	 TDP-43WT;	 let-7(n2853);	nlp-29p::GFP	 controls	 (Figure	 4F).	 These	data	 suggest	 let-7	 is	 required	 for	 activation	 of	 the	 TIR-1	 signalling	 pathway	 in	 distal	intestinal	and	hypodermal	tissues	in	response	to	mutant	TDP-43A315T	in	motor	neurons.	let-7	has	previously	been	 linked	 to	axon	regeneration	by	 regulating	 the	expression	of	 lin-41,	which	 encodes	 a	 Ring	 finger-B	 box	 coiled	 coil	 protein	 (Zou	 et	 al.,	 2013).	 To	 investigate	whether	the	let-7/lin-41	regulatory	circuit	affected	TDP-43	toxicity,	we	constructed	a	TDP-43A315T;	 lin-41(tn1487)	 strain	 and	 observed	 it	 had	 paralysis	 rates	 similar	 to	 TDP-43A315T	transgenic	controls	(Figure	4G).	These	data	suggest	that	let-7	does	not	function	with	lin-41	to	regulate	motor	neuron	survival	in	adult	worms	under	proteotoxic	stress,	consistent	with	
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findings	that	lin-41	expression	is	restricted	to	development	(Slack	et	al.,	2000).	Thus,	let-7	may	 act	 as	 a	 signalling	molecule,	 independent	 of	 lin-41,	 to	 transmit	 status	 of	 proteotoxic	stress	 leading	 to	 activation	 of	 an	 innate	 immune	 response	 and	 ultimately	neurodegeneration.	To	determine	if	this	signal	is	proteotoxicity	stress	signal	is	endocytosed	by	intestinal	cells	or	perhaps	requires	a	receptor	mediated	mechanism,	we	used	a	mutation	in	rme-8	in	which	 intestinal	endocytosis	 is	blocked	(Zhang	et	al.,	2001).	We	crossed	rme-8	with	TDP-43A315T;	nlp-29p::GFP	to	test	if	by	inhibiting	endocytosis,	could	we	observe	decreased	TDP-43A315T-induced	nlp-29p::GFP	fluorescence	or	not.	Interestingly,	we	observed	no	significant	variation	between	the	strains,	suggesting	that	the	signal	may	bind	and	activate	a	membrane	receptor	(Figure	4H).		
TOL-1	receptor	is	required	for	TDP-43A315T	non	cell-autonomous	proteotoxicity	Mammalian	Sarm1	is	an	adaptor	protein	for	a	number	of	Toll-like	receptor	proteins	(TLR),	while	 in	C.	elegans	 the	 receptor	 proteins	 associated	with	TIR-1	 are	 less	 clear.	 The	dihydrocaffeic	 acid	 receptor	 DCAR-1	 was	 recently	 connected	 to	 the	 TIR-1	 pathway	 in	response	to	microbial	infection	(Zugasti	et	al.,	2014),	but	dcar-1	was	not	involved	in	motor	neuron	 degeneration	 (Veriepe	 et	 al.,	 2015).	 TOL-1	 is	 the	 sole	 C.	elegans	 TLR	 and	 we	wondered	if	it	was	involved	in	motor	neuron	degeneration.	To	investigate	we	crossed	TDP-43A315T	 transgenics	 with	 the	 deletion	 mutation	 tol-1(nr2033)	 and	 observed	 that	 TDP-43A315T;	 tol-1(nr2033)	 animals	 displayed	 significantly	 less	 paralysis	 and	 motor	 neuron	degeneration	compared	to	TDP-43A315T	controls	(Figure	5A,B).	Furthermore,	the	increased	fluorescence	 observed	 in	 TDP-43A315T;	 nlp-29p::GFP	 transgenics	 was	 reduced	 in	 TDP-43A315T;	nlp-29p::GFP;	 tol-1(nr2033)	 animals	 (Figure	 5C).	Moreover,	we	 silenced	 TIR-1	 or	TOL-1	in	transgenic	strain	TDP-43A315T;	unc-47p::mCherry;	unc-17p::GFP	and	observed	that	cholinergic	 degeneration	 was	 reduced	 compared	 to	 controls	 and	 that	 this	neurodegeneration	was	concomitant	to	GABAergic	axon	breakage	(Figure	5D).	These	data	suggest	 that	 TIR-1	 and	 TOL-1	 are	 involved	 in	 non-cell	 autonomous	 TDP-43-induced	proteotoxicity	originating	in	GABAergic	neurons	that	spreads	to	neuronal	neighbours.	
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To	 investigate	 the	potential	of	molecular	 interactions	between	TOL-1	and	 let-7	we	turned	to	biostatistical	predictions.	Using	the	RPISeq	interface,	we	observed	that	the	TOL-1	receptor	is	a	potential	binding	partner	to	let-7	or	let-7*	with	a	probability	of	93%	and	94%	respectively,	compared	to	78%	and	61%	respectively	to	the	DCAR-1	receptor	(Figure	6A).	We	used	miR-51	 as	 negative	 control,	 expressed	 only	 in	 the	 pharynx	 during	 development	and	 observed	 it	 had	 less	 than	 70%	 of	 probability	 of	 bind	 TOL-1,	 and	 less	 than	 51%	probability	of	binding	DCAR-1	(Figure	6A).	As	it	was	previously	shown	that	let-7b	directly	binds	 to	 TLR7	 (Lehmann	 et	 al.,	 2012),	 we	 used	 the	 RNABindRPlus	 interface	 to	 predict	where	a	RNA	molecule	was	more	likely	to	bind	along	the	TOL-1	protein	sequence.	We	found	that	for	most	of	the	part,	those	sites	are	concentrated	in	the	conserved	TIR	domain	(Figure	6B).	 	Together,	 the	 results	 support	 the	 idea	 that	 TOL-1	 is	 involved	 in	mutant	 TDP-43-dependent	motor	neuron	degeneration,	and	TOL-1	is	also	required	for	activation	of	the	TIR-1/NLP-29	 transcellular-signalling	pathway,	 likely	as	a	 receptor	protein	bridging	 let-7	and	TIR-1	(Figure	7).			
DISCUSSION	Transcellular	signalling	has	previously	been	suggested	to	play	a	crucial	role	in	ALS,	and	in	particular	toxic	factors	released	via	non-cell	autonomous	mechanisms	are	essential	for	motor	neuron	death	(For	review	(Bendotti	et	al.,	2005)).	TDP-43	is	a	ribonucleoprotein	involved	 in	 the	 cellular	 stress	 response	 including	 environmental	 stresses	 like	heat	 shock,	osmotic	and	oxidative	stress	(Anderson	and	Kedersha,	2009).	We	previously	showed	that	the	 expression	 of	 TDP-43A315T	 in	 GABAergic	 neurons	 is	 able	 to	 induce	 the	 endoplasmic	reticulum	unfolded	protein	response	(UPRER)	in	distal	tissues,	as	well	as	increase	the	level	of	 oxidative	 stress	 in	 the	 entire	 animal	 (Vaccaro	 et	 al.,	 2012b).	 Our	 findings	 are	 in	agreement	with	recent	studies	showing	 that	 impaired	proteostasis	within	one	cell	 type	 is	registered	and	signalled	to	other	tissues	in	an	attempt	to	limit	proteotoxicity	and	increase	organism-wide	stress	resistance	and	survival	 (van	Oosten-Hawle	and	Morimoto,	2014).	C.	
elegans	is	emerging	as	a	powerful	model	to	investigate	transcellular	signalling	in	response	
	118	
to	proteotoxicity	and	notable	examples	include	the	heat	shock	response		(van	Oosten-Hawle	et	al.,	2013)	and	the	unfolded	protein	response	(Taylor	and	Dillin,	2013)	where	signalling	from	 the	 nervous	 system	 coordinates	 an	 organism-wide	 response	 promoting	 stress	resistance,	survival	and	often	increased	lifespan	in	worms.		In	this	study	we	describe	a	new	mechanism	where	the	expression	of	mutant	TDP-43	in	one	 subset	of	neurons	 can	 influence	neurodegeneration	 in	a	 second,	 adjacent	group	of	neurons.	 Our	 recent	 work	 suggests	 that	 misfolded	 proteins	 in	 the	 nervous	 system	communicate	 in	 a	 paracrine-like	 manner	 initiating	 an	 innate	 immune	 response	 via	Sarm1/TIR-1	 (Veriepe	 et	 al.,	 2015).	 Sarm1	 was	 shown	 to	 be	 essential	 for	 axonal	degeneration	 in	 Drosophila	 and	 in	 primary	 neurons	 from	 mouse	 (Osterloh	 et	 al.,	 2012;	Gerdts	 et	 al.,	 2013)	 and	 its	 orthologue	 in	 C.	 elegans,	 TIR-1,	 as	 well	 (Blum	 et	 al.,	 2012;	Veriepe	 et	 al.,	 2015)	 (For	 review	 :	 (Gerdts	 et	 al.,	 2016)).	 The	 neuronal	 death	 induced	 by	
Sarm1	was	independent	of	other	forms	of	programmed	cell	death	and	named	‘sarmoptosis’	(Summers	et	al.,	2014).	Here	we	show	that	for	animals	expressing	mutant	TDP-43,	the	TIR-1	pathway	is	activated,	but	blocked	in	the	absence	of	let-7.	As	a	consequence,	we	observed	decreased	paralysis	and	motor	neuron	degeneration.	Thus	let-7	may	be	acting	as	signalling	molecule	 responsible	 for	 the	 initiation	 of	 neurodegeneration	 in	 tissues	 distal	 from	 the	initial	proteotoxic	insult.	A	 major	 clinical	 feature	 of	 ALS	 is	 a	 focal	 initiation	 of	 symptoms	 followed	 by	progressive	 spread	 to	 other	 neuronal	 tissues	 (Ravits	 and	 La	 Spada,	 2009).	 A	 part	 of	 this	mechanism	may	involve	a	prion-like	spread	of	mutant	proteins	as	has	been	documented	for	TDP-43,	 FUS	 and	 SOD1	 (Polymenidou	 and	 Cleveland,	 2011).	 However	 there	may	 exist	 a	non-protein	aspect	of	disease	propagation.	It	was	recently	shown	that	the	loss	of	microRNA	mir-218	contributed	to	neuromuscular	 failure	and	neurodegeneration	(Amin	et	al.,	2015).	Furthermore,	let-7b	has	been	linked	to	neurodegeneration	in	an	Alzheimer’s	disease	model	by	 acting	 as	 a	 ligand	 for	 TLR7	 (Lehmann	 et	 al.,	 2012).	 Since	 this	 danger	 signal	 is	 not	endocytosed	 by	 adjacent	 cells,	we	 propose	 that	 the	microRNA	 let-7	 contributes	 to	motor	degeneration	via	the	TIR-1/Sarm1	pathway	by	binding	a	membrane	receptor.	Toll-like	receptors	(TLRs)	are	present	in	many	cell	types	including	neurons	(Kaul	et	al.,	2012).	Of	interest	are	studies	documenting	increased	TLR	expression	in	in	ALS	models	
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Figure	1.	Spread	of	GABAergic	TDP-43-induced	proteotoxicity	A,	 Top,	 Model	 of	 GABAergic	 (red)	 and	 cholinergic	 (green)	 system	 in	 a	 whole	 worm.	Cholinergic	network	was	simplified.	Bottom,	Proximity	of	GABAergic	(red)	and	cholinergic	(green)	 neurons	 between	 the	 basal	 lamina	 (orange	 line)	 and	 the	 hypodermis	 (beige).	Ramifications	 of	 muscle	 cells	 (blue)	 branch	 to	 the	 neurons.	 Drawing	 inspired	 from	Wormatlas	 [374].	 B-D,	 Top	 panels	 are	 GABAergic	 neurons	 labelled	 in	 red	 (unc-
47p::mCherry),	middle	panels	are	 the	cholinergic	motor	neurons	 in	green	(unc-17p::GFP),	and	bottom	panels	are	merged	DIC,	GFP	and	mCherry	images.	B,	Healthy	unc-17p::GFP;	unc-
47p::mCherry	 control	 strain.	 C,	 TDP-43A315T;	 unc-17p::GFP;	 unc-47p::mCherry	 transgenic	strain	 showing	early	degeneration	 (top	arrow)	at	 adult	day	7	only	 in	GABAergic	neurons	(unc-47p::mCherry).	D,	Neurodegeneration	(arrows)	at	adult	day	9	in	both	GABAergic	(unc-
47p::mCherry)	and	cholinergic	(unc-17p::GFP)	neurons	in	the	nerve	ring.	E,	Quantification	of	 the	 neurodegeneration	 of	 unc-17p::GFP	 (Green),	 unc-47p::mCherry	 (Red)	 or	 both	(Purple)	 at	 days	 7	 and	 9	 of	 adulthood	 with	 TDP-43A315T	 (striped)	 or	 not	 (not	 striped)	(n<80).	 *p<0.05,	 **p<0.01,	 ***p<0.001	 (mean	 ±	 s.e.m).	 F.	 Quantification	 of	 axonal	 gaps	induced	by	unc-47(e307)	(n=88)	and	unc-47(n2409)	mutants	(n=88)	or	in	controls	(n=92)	in	 transgenics	worms	 expressing	unc-47p::mCherry	 or	unc-17p::GFP,	 or	 both,	 at	 day	 9	 of	adulthood.	t	test,	**p<0.01,	***p<0.001.	 	
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Figure	 2.	 TDP-43-dependent	 motor	 neuron	 degeneration	 requires	 microRNA	
processing	genes.	A,	TDP-43A315T;	dcr-1(mg375)	(n=79)	animals	show	decreased	paralysis	compared	to	TDP-43A315T	 controls	 (n=66	p<0.0001).	B,	RNAi	against	alg-2	 (n=61)	or	drsh-1	 (n=64)	 reduced	paralysis	in	TDP-43A315T	animals	compared	to	EV	controls	(n=117).	C,	RNAi	silencing	of	dcr-
1	 (n=164),	 alg-2	 (n=102)	 or	 drsh-1	 (n=145)	 reduced	 the	 degeneration	 of	 GABAergic	neurons	in	TDP-43A315T;	unc-47p::mCherry	transgenics	compared	to	EV	(n=275)	controls.	D,	Reduced	degeneration	of	cholinergic	neurons	(unc-17p::GFP,	green),	or	in	both	cholinergic	and	 GABAergic	 unc-47p::mCherry	 neurons	 (purple)	 following	 RNAi	 treatment	 with	 dcr-1	(n=130)	compared	to	EV	controls	EV	(n=124),	*p<0.05.	Means	and	s.e.m	are	represented.		
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Figure	3.	let-7	mutations	suppress	TDP-43	motor	neuron	toxicity.		A,	Relative	quantification	by	Real	Time	PCR	of	let-7*	(let-7	3p)	in	wild	type	N2	worms	or	in	TDP-43A315T	 transgenics.	 Experiment	 was	 performed	 3	 times	 in	 duplicates	 with	synchronized	 day-2	 adult	 worms.	 B,	 Decreased	 paralysis	 of	 TDP-43A315T;	 let-7(mg279)	(n=60)	 strains	 compared	 to	 TDP-43A315T	 controls	 (n=71),	 ***	 p<0.0001.	 C,	 DIC	 and	
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Figure	4.	let-7	is	required	for	the	activation	of	a	proteotoxic	immune	response.		A,	 Quantification	 of	 nlp-29p::GFP	 fluorescence	 (n=70)	 in	 atxn-3::CAG14	 (n=10),	 atxn-3::CAG89	 (n=14),	 htt-128Q	 (n=12)	 models,	 in	 axonal	 breaks	 model	 unc-70(e524)	 (n=17)	and	in	C9ORF72	orthologue	in	C.	elegans	alfa-1(ok3062)	(n=21).	*p<0,05,	***p<0,001.	t	test	performed,	 s.e.m.	 are	 represented.	 B-D,	 Photo	 in	 DIC	 and	 fluorescence	 illustrating	 nlp-
29p::GFP	expression	in	CTRL	(B)	or	crossed	with	unc-70(e524)	(C)	or	alfa-1(ok3062)	(D).	E,	Quantification	of	nlp-29p::GFP	fluorescence	in	TDP-43A315T;	nlp-29p::GFP	(n=73)	versus	dcr-
1(mg375);	 TDP-43A315T;	 nlp-29p::GFP	 (n=69)	 worms	 at	 day	 9	 of	 adulthood,	 p=0.0013.	 F,	Quantification	of	GFP	fluorescence	for	TDP-43A315T;	nlp-29p::GFP	(n=22),		TDP-43A315T;	nlp-
29p::GFP;	 let-7(n2853)	 (n=30)	 and	 TDP-43WT;	 nlp-29p::GFP;	 let-7(n2853)	 (n=22)	 strains.	Black	&	white,	photo	reversed	images	of	TDP-43A315T;	nlp-29p::GFP	(left)	and	TDP-43A315T;	
nlp-29p::GFP;	let-7(m2853)	(right,	worm	is	outlined)	strains.***	p<0.001	compared	to	TDP-43A315T;	nlp-29p::GFP.	G,	Paralysis	 test	on	TDP-43A315T	 transgenic	 line	with	 lin-41(tn1487)	mutation	(n=70)	or	not	(n=65)	conducted	at	15°C.	H,	Quantification	of	the	fluorescence	in	TDP-43A315T;	nlp-29p::GFP	in	control	(n=13)	versus	rme-8(b1023)	(n=13)	worms	at	day	9	of	adulthood.	Means	and	s.e.m	are	represented.			  
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Figure	5.	TOL-1	is	required	for	the	transcellular	TDP-43A315T	proteotoxicity.		A,	TDP-43A315T;	tol-1(nr2033)	(n=112)	animals	show	less	paralysis	than	TDP-43A315T	control	strains	 (n=108),	 p<0.0001.	 B,	 Quantification	 of	 axon	 degeneration	 in	 TDP-43A315T;	 tol-
1(nr2033)	 strains	 compared	 to	 TDP-43A315T	 alone,	 n=100,	 **	 p<0.01.	 C,	 Decreased	 GFP	fluorescence	 in	 TDP-43A315T;	 nlp-29p::GFP;	 tol-1(nr2033)	 animals	 (n=15),	 versus	 TDP-43A315T;	nlp-29p::GFP	controls	(n=19),	*p=0.02.	D,	Neurodegeneration	at	day	9	of	adulthood	in	 TDP-43A315T;	 unc-17p::GFP;	 unc-47p::mCherry	 strain	 counting	 axonal	 breaks	 in	cholinergic	neurons	(green)	or	cholinergic	and	GABAergic	neurons	(purple)	treated	with	EV	(n=78),	tir-1	 (n=104)	or	tol-1	 (n=78)	RNAi.	***p<0.001	compared	to	unc-17p::GFP	treated	with	 EV	 and	 ###p<0.001	 compared	 to	 unc-17p::GFP;unc-47p::mCherry	 treated	 with	 EV.	Means	and	s.e.m	are	represented.				
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Veriepe et al. Figure 5
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Figure 6. Prediction of let-7 binding to TOL-1.  A,	 Prediction	 of	 microRNA	 let-7	 or	 miR-51	 and	 their	 3P	 sequences	 binding	 to	 TOL-1	 or	DCAR-1	 receptors	 in	C.	 elegans.	 Predictions	 are	 based	 on	 Support	 Vector	Machine	 (SVM)	from	 RPISeq	 (http://pridb.gdcb.iastate.edu/RPISeq)	 trained	 and	 based	 on	 two	 non-redundant	datasets	 of	RNA-protein	 interactions.	 	 Values	 close	 to	1	 are	highly	 statistically	probable.	miR-51,	expressed	during	development	and	highly	expressed	in	pharynx,	is	uses	as	negative	control.	B,	TOL-1	protein	sequence.	Predictions	 from	RNABindRPlus	 interface,	which	combined	SVM	predictions	and	homology-based	method,	of	RNA-binding	site	are	red	marked.	In	yellow	is	the	TIR	ultra-conserved	domain.																							
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Figure	7.	Model	of	let-7	mediated	motor	neuron	degeneration.		TDP-43-induced	GABAergic	neurodegeneration	via	TIR-1	is	observed	in	cholinergic	motor	neurons	 through	 a	 release	 of	 a	 danger	 signal.	 We	 propose	 that	 let-7	 acts	 in	 a	 non-cell	autonomous	manner,	potentially	by	binding	TOL-1	receptor	to	drive	neurodegeneration.																		
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III. Discussion 	 Lors	de	ces	études	plusieurs	grands	axes	concernant	la	sclérose	latérale	amyotrophique	ont	 été	 investigués,	 à	 savoir	 la	 dégénérescence	 des	motoneurones,	 la	 propagation	 trans-cellulaire	 et	 les	 réactions	 intra-cellulaires	 en	 réponse	 à	 un	 signal	 de	 danger.	 Nous	 allons	reprendre	 ces	 axes	 pour	 la	 discussion	 et	 y	 inclure	 une	 réflexion	 sur	 les	 approches	thérapeutiques	potentielles.		
III.	1.	LA DÉGÉNÉRESCENCE DES NEURONES MOTEURS DANS LA 
SCLÉROSE LATÉRALE AMYOTROPHIQUE			 Nous	savons	que	dans	 la	SLA,	 les	protéines	ubiquitaires,	 telles	que	TDP-43	et	FUS,	entrainent	 une	 dégénérescence	 principalement	 des	 motoneurones,	 mais	 le	 mécanisme	cytotoxique	est	inconnu.	Dans	nos	modèles	chez	C.	elegans,	afin	d’éviter	des	phénomènes	de	létalité,	nous	avons	exprimé	les	gènes	codant	pour	les	protéines	humaines	TDP-43	ou	FUS	uniquement	dans	un	 type	neuronal	:	 les	neurones	GABAergiques.	Ceci	n’est	pas	dénué	de	sens	 puisque	 les	 neurones	 GABAergiques	 sont	 touchés	 par	 la	 pathologie	;	 le	 niveau	 du	neurotransmetteur	GABA	est	anormal	dans	le	sérum	et	la	quantité	de	récepteurs	GABAa	est	diminuée	dans	le	cortex	moteur	et	 la	moelle-épinière	des	patients	ayant	la	SLA	[375,376].	De	plus,	selon	le	type	de	 la	sous	unité	α	des	récepteurs	GABAa	présents	sur	 les	neurones,	ceux-ci	 sont	 plus	 résistants	 ou	 plus	 vulnérables	 à	 la	 dégénérescence	 [377].	 La	 principale	faille	de	nos	modèles	de	SLA	chez	C.	elegans	est	le	fait	que	les	transgènes	soient	exprimés	en	copies	multiples	dans	le	génome.	Cependant,	afin	de	palier	à	une	toxicité	potentielle	venant	de	 la	 pluralité	 des	 copies	 de	 TDP-43	 ou	 de	 FUS,	 nous	 avons	 comparé	 les	 TDP-43A315T/FUSS57∆	avec	des	 transgènes	 «sauvages	»	 (TDP-43WT/FUSWT)	 également	 exprimant	les	gènes	en	multiples	copies.	Pour	l’analyse	de	la	dégénérescence	des	différentes	souches	de	ver,	nous	avons	opté	pour	 le	test	de	paralysie	en	culture	solide,	parfois	vérifié	avec	un	test	automatisé	par	un	«	Worm	MicroTracker	»	qui	compte	le	nombre	de	mouvements	d’un	groupe	de	ver	par	minute	pendant	un	laps	de	temps	défini.	Afin	de	vérifier	que	la	paralysie	est	due	à	une	dégénérescence	des	motoneurones	et	non	pas	à	une	autre	cause	intrinsèque,	
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nous	avons	utilisé	 le	 test	de	neurodégénérescence	basé	 sur	 la	 fluorescence	GFP	observée	dans	les	neurones	GABAergiques.	Pour	ce	dernier	test,	il	est	à	considérer	la	possibilité	que	l’absence	 de	 fluorescence	 que	 l’on	 attribue	 à	 une	 lésion	 axonale	 puisse	 relever	 d’une	absence	 de	 protéine	 fluorescente	 à	 cet	 endroit	 et	 non	 d’une	 cassure	 du	 neurone.	Néanmoins,	 l’utilisation	 comme	 contrôle	 de	 la	 souche	 unc-47p::GFP	 nous	 a	 permis	 de	vérifier	la	faible	probabilité	de	ce	type	de	phénomène.		 Sachant	 que	 TDP-43	 ou	 FUS	 sont	 des	 protéines	 ubiquitaires,	 pourquoi	 les	motoneurones	sont	spécifiquement	atteints	dans	la	SLA	?	Serait-ce	une	histoire	de	pH	?	Les	 études	 observant	 une	 variation	 de	 la	 quantité	 de	 microARNs	 dans	l’environnement	 extracellulaire	 [352,378]	 ouvrent	 la	 perspective	 qu’une	 variation	 de	 pH	pourrait	 être	 une	 cause	 de	 mort	 cellulaire.	 En	 effet,	 une	 variation	 de	 pH	 intracellulaire	modifie	bon	nombre	de	processus	métaboliques	tels	que	la	glycolyse,	la	synthèse	protéique,	la	 synthèse	 d’ADN	 et	 on	 observe	 également	 une	 condensation	 de	 la	 chromatine,	 une	polyadénylation	 des	 ARNs	 messagers	 [379,380].	 Un	 environnement	 acide,	 entre	 autres,	diminue	 la	 recapture	 de	 glutamate,	 entraine	 une	 activation	 gliale,	 un	 stress	 du	 RE,	 une	diminution	 de	 la	 synthèse	 d’ATP	 et	 une	 vacuolisation	 mitochondriale,	 des	 phénomènes	observés	 dans	 des	 cas	 de	 SLA	 [381].	 De	 plus,	 les	 transitions	métaboliques	 requérant	 un	changement	 de	 pH	 nécessitent	 aussi	 une	 variation	 de	 calcium.	 Or,	 nous	 avons	 démontré	dans	une	étude	ultérieure	que	la	dérégulation	calcique	était	indispensable	au	processus	de	nécrose	 dans	 le	 cas	 d’une	 protéotoxicité	 induite	 par	 TDP-43A315T	 chez	 C.	 elegans	 [144]	(Annexe	1),	cela	étant	appuyé	par	une	autre	étude	liant	l’augmentation	calcique	à	la	nécrose	
via	une	acidification	intracellulaire	[382].	Fait	intéressant,	une	étude	réalisée	sur	des	souris	SOD1G93A	a	montré	que	les	souris	développent	une	acidose	progressive	du	système	nerveux	central,	 associée	 à	 de	 multiples	 altérations	 métaboliques	 également	 présentes	 lors	d’autopsies	de	patients	ayant	la	SLA	[381].	De	plus,	et	non	des	moindres,	 l’acidose	semble	ne	 pas	 être	 une	 conséquence,	 mais	 bien	 un	 facteur	 modulateur	 de	 la	 progression	 de	 la	maladie.	 En	 outre,	 une	 étude	 clinique	 utilisant	 des	 composés	 acides	 ont	 observé	 une	accélération	de	 la	 défaillance	 pulmonaire	 chez	 les	 patients	 ayant	 la	 SLA	 [383].	Une	 autre	étude	clinique	traitant	les	patients	ayant	la	SLA	au	topiramate,	un	inhibiteur	d’une	enzyme	tampon	du	pH,	l’anydrase	carbonique,	a	permis	d’observer	un	déclin	de	la	force	musculaire	
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[384].	 Ainsi,	 les	molécules	 acides	 que	 sont	 les	microARNs,	 non	 par	 leur	 spécificité,	 mais	davantage	 par	 la	 variation	 de	 leur	 quantité	 peuvent	 faire	 varier	 le	 pH	 et	 avoir	 de	 graves	conséquences	 cellulaires	 et	 tissulaires.	 Nous	 avons	 discuté	 dans	 la	 section	 I.3.3.2.	 de	l’hypothèse	d’une	baisse	générale	des	microARNs,	mais	il	faut	faire	la	distinction	entre	une	variation	 péri-cellulaire/péri-synaptique	 dont	 nous	 parlions	 dans	 ce	 paragraphe	 et	 une	variation	à	l’échelle	de	l’organisme	global	–	sérum,	LCR,	etc.		Les	 processus	 impliquant	 les	 microARNs	 au	 niveau	 des	 neurones	 qui	 dégénèrent	restent	 à	 être	 investigués,	 mais	 il	 y	 a	 en	 effet	 bon	 espoir	 que	 cela	 donne	 des	 résultats	concluants.	 Comme	 nous	 avons	 mentionné	 dans	 l’introduction,	 la	 protéine	 Dicer	 entre	autres	joue	un	rôle	dans	la	bonne	fonctionnalité	neuronale.	Une	délétion	d’une	partie	de	la	séquence	de	son	gène	dans	les	cellules	de	Purkinje	du	cervelet	chez	la	souris	entraine	une	dégénérescence	cérébelleuse	chronique.	Si	cette	délétion	est	réalisée	uniquement	dans	les	autres	types	neuronaux,	les	constatations	sont	les	mêmes	[385-388].	Encore	une	fois,	si	des	mutations	sont	présentes	dans	 le	gène	codant	pour	Dicer	uniquement	dans	 les	astrocytes	[389],	 les	 oligodendrocytes	 [390]	 ou	 les	 cellules	 de	 Schwann	 [391,392],	 une	neurodégénérescence	est	également	observée.	Il	est	à	noter	que	Dicer	n’est	pas	spécifique	à	la	biogénèse	des	microARNs	et	que	donc	les	conclusions	ne	peuvent	être	tirées	au	niveau	de	ce	sous-groupe	d’ARNs.	Néanmoins,	des	obervations	similaires	ont	été	faites	par	exemple	si	le	gène	codant	pour	la	protéine	DCRG8	–	propre	à	la	biogénèse	des	microARNs	–	est	muté	[393-395].	Une	 hypothèse	 évolutive	 veut	 que	 les	 microARNs	 seraient	 présents	 afin	 de	supprimer	 les	 transcrits	 reliquats	 d’une	 étape	 développementale	 précédente	 pour	«	nettoyer	»	 l’organisme	 (Pour	 revue	:	 [280]).	 Nous	 avons	 parlé	 dans	 l’introduction	 de	 la	stabilité	des	microARNs	dans	 les	 fluides	corporels	;	 ils	 sont	cependant	hautement	 régulés	par	divers	procédés.	Certains	 facteurs	entrent	en	 ligne	de	compte	dans	 le	renouvellement	accéléré	des	microARNs	pouvant	 les	empêcher	de	 jouer	correctement	 leurs	rôles.	 Il	 s’agit	entre	 autres	 de	 virus,	 d’interactions	 avec	 d’autres	 microARNs,	 ou	 de	 protéines	 de	dégradation	 (Pour	 revue	:	 [396]).	 Des	 ribonucléases	 sont	 enrolées	 dans	 la	 dégradation	spécifique	 de	 microRNAs,	 telles	 que	 des	 SDNs	 (small	 RNA	 degrading	 nuclease)	 chez	
Arabidopsis	 [397],	 XRN-1	 (5’-3’	 exoribonuclease	 -1)	 et	 XRN-2	 (5’-3’	 exoribonuclease	 -2)		
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chez	C.	elegans	et	Xrn-1	(5’-3’	exoribonuclease	-1),	PNPase	(Polynucleotide	phosphorylase)	et	 RRP4	 (Ribosomal	 RNA	 processing	 -4)	 chez	 l’Homme	 [396].	 De	 plus,	 l’enzyme	 DCS-1	(Decapping	 scavenger	 enzyme	 -1),	 orthologue	 de	 la	 protéine	 DcpS	 humaine,	 permet	 une	modulation	 du	 renouvellement	 («	turnover	»	 en	 anglais)	 des	 microARNs	 [398,399].	 Elle	interagirait	 même	 avec	 XRN-1	 chez	 C.	 elegans	 afin	 de	 promouvoir	 la	 dégradation	 des	microARNs.	 Cette	 régulation	 est	 essentielle	 puisque	 retrouvée	 dans	 toutes	 les	 espèces	 et	très	active	dans	les	neurones	[396].		
III.	2.	LA PROPAGATION TRANS-CELLULAIRE			 Afin	 d’étudier	 le	 phénomène	 de	 propagation	 d’un	 signal	 de	 danger,	 nous	 avons	commencé	 par	 bloquer	 l’exocytose	 générale	 -	 pas	 seulement	 au	 niveau	 synaptique	 -	 des	neurones.	Pour	cela	nous	avons	utilisé	deux	mutants	chez	C.	elegans	pour	les	gènes	unc-31,	codant	 pour	 une	 protéine	 permettant	 la	 fusion	 de	 vésicules	 à	 cœur	 dense	 libérant	 des	neuropeptides	 à	 la	 membrane	 et	 unc-13,	 codant	 pour	 des	 protéines	 pré-synaptiques	permettant	 le	 relâchement	 de	 neurotransmetteurs	 par	 des	 petites	 vésicules	 claires	[400,401].	Nous	avons	montré	qu’une	perte	de	fonction	des	protéines	associées	à	ces	gènes	menait	 à	 une	 diminution	 de	 la	 protéotoxicité	 induite	 par	 TDP-43A315T	 et	 l’activation	paracrine	 et	 autocrine	 de	 la	 voie	 TIR-1.	 De	 manière	 particulièrement	 intéressante,	 des	variants	pour	UNC-13A	ont	été	montrés	diverses	fois	pour	être	associés	à	la	SLA	[252,253]	et	même	à	la	DFT.	En	outre,	 le	variant	rs12608932	entraine	une	longévité	écourtée	[252].		Dans	cette	thèse,	 il	a	été	très	peu	mention	de	la	DFT,	qui	pourtant	semble	de	plus	en	plus	être	 la	 même	maladie	 que	 la	 SLA,	 partageant	 toutes	 deux	 un	 spectre	 de	 gènes	 causatifs	commun	et	des	mécanismes	similaires.	Nous	nous	sommes	focalisés	sur	la	SLA	par	souci	de	clarté	et	puisque	les	phénotypes	observés	chez	le	ver	dans	nos	modèles	sont	semblables	à	ce	que	l’on	peut	observer	chez	un	patient	ayant	la	SLA,	comparativement	à	une	DFT.		 Après	 avoir	 montré	 que	 dans	 nos	 modèles	 existait	 aussi	 un	 mécanisme	 inter-cellulaire	 de	 communication,	 nous	 nous	 sommes	 concentrés	 sur	 la	 possibilité	 que	 la	molécule	 signale	 puisse	 être	 un	 microARN.	 Néanmoins,	 il	 est	 fort	 possible	 que	 d’autres	molécules	soient	misent	en	jeu,	et	jusqu'à	la	propagation	même	de	TDP-43A315T	ou	FUSS57∆.		
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Nous	avons	dans	notre	laboratoire	une	souche	de	ver	possédant	la	protéine	humaine	FUSWT	 liée	 directement	 à	 la	 GFP.	 Son	 gène	 est	 également	 exprimé	 sous	 le	 contrôle	 du	promoteur	unc-47	et	a	été	 inséré	en	une	simple	copie.	Nous	avons	 fait	des	clichés	afin	de	vérifier	 sa	 localisation	 en	 utilisant	 un	 marqueur	 fluorescent	 rouge	 mCherry	 dans	 les	neurones	GABAergiques	(Figure	16).	En	ce	qui	concerne	la	fluorescence	GFP,	nous	voyons	un	bruit	de	fond	dans	le	pharynx	qui	correspond	à	la	bactérie	E.	Coli	autofluorescente	dans	le	 vert,	 ingérée	 par	 le	 nématode.	 Le	 signal	 est	 aussi	 fort	 pour	 nous	 permettre	 de	 voir	 la	fluorescence	de	FUS	(en	copie	simple).	Nous	voyons	que	FUSWT	colocalise	dans	le	neurone	GABAergique	et	ne	semble	pas	être	exocytée.	Cependant,	nous	n’avons	pas	de	marqueur	du	noyau	 pour	 voir	 la	 localisation	 sub-cellulaire	 de	 FUS.	 De	 plus,	 malheureusement,	 nous	n’avions	pas	de	souche	FUS	mutante	pour	comparer	une	éventuelle	mauvaise	 localisation	de	la	protéine.	Nous	avons	également	 tenté	de	 faire	un	marquage	 immunohistochimique	sur	 tissu	fixé	 de	 ver	 en	 utilisant	 un	 anticorps	 contre	 TDP-43.	 Chez	 C.	 elegans,	 il	 est	 très	 difficile	d’obtenir	 de	 bons	 résultats,	 et	 ce	 pour	 plusieurs	 raisons.	 La	 première	 étant	 que	 très	 peu	d’anticorps	ciblant	des	protéines	de	ver	sont	sur	le	marché	actuellement.	Cela	n’était	pour	nous	pas	un	problème	puisque	les	protéines	que	nous	voulions	reconnaître	sont	d’origine	humaine.	 Qui	 plus	 est,	 la	 perméabilisation	 et	 la	 fixation	 ne	 sont	 pas	 aisées.	 D’après	 les	résultats	 obtenus	 pour	 TDP-43WT,	 nous	 pouvons	 affirmer	 que	 cette	 protéine	 est	 bien	exprimée	dans	les	neurones	GABAergiques	et	ne	semble	pas	être	relâchée	par	ces	neurones,	bien	 que	 le	 marquage	 ne	 soit	 pas	 idyllique	 (Figure	 17).	 En	 effet	 le	 marquage	 au	 Topro	(marquant	les	noyaux)	et	l’anticorps	secondaire	se	fixent	un	peu	de	manière	non	spécifique	(Annexe	3	:	Protocole	de	l’immunomarquage	révélant	TDP-43).	Nous	avons	réalisé	la	même	expérience	avec	des	vers	TDP-43A315T	(Figure	18).	La	constatation	est	la	même	bien	que	le	marquage	 de	 TDP-43	 laisse	 à	 désirer.	 Il	 semblerait	 pour	 autant	 que	 TDP-43	 soit	uniquement	dans	les	neurones	GABAergiques	et	ne	se	disperse	pas.	De	là	à	conclure	quant	à	sa	sub-localisation	cellulaire,	ce	n’est	pas	encore	possible.	Il	faudrait	optimiser	la	technique	de	perméabilisation,	de	fixation	et	tester	d’autres	anticorps	secondaires.				
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43WT	 dans	 les	 neurones	











Figure	 18	:	 Localisation	 de	 TDP-43A315T	 dans	 les	 neurones	 GABAergiques.	Photographies	prises	au	confocal	à	63x	(A-D)	illustrant	la	fluorescence	GFP	des	neurones	GABAergiques	(B),	la	fluorescence	rouge	Alexa	Fluor	594	correspondant	à	la	localisation	de	TDP-43	(C)	et	les	noyaux	révélés	par	le	Topro	(D).		 	
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Ces	 résultats	 semblent	 indiquer,	bien	qu’ils	manquent	de	consistence,	que	TDP-43	soit	 cantonnée	aux	neurones	GABAergiques.	 Ils	 appuieraient	néanmoins	notre	hypothèse	selon	 laquelle	 d’autres	 molécules	 servent	 de	 signal	 de	 danger	;	 les	 microARNs	potentiellement.		 Comme	nous	l’avons	vu,	près	de	500	microARNs	sont	sur-	ou	sous-exprimés	dans	le	cas	pathologique	de	 la	SLA	(Tableau	1).	Néanmoins	ces	résultats	n’ont	de	valeur	que	si	 la	quantification	 relative	 des	microARNs	 a	 été	 réalisée	 avec	 une	 normalisation	 utilisant	 un	contrôle	endogène	stable	et	suffisamment	en	abondance.	Il	n’est	pas	aisé	de	comparer	des	résultats	dont	les	paramètres	appliqués	pour	les	obtenir	ont	été	différents.	Ainsi,	le	contrôle	endogène	 U6	 utilisé	 dans	 une	majorité	 des	 études	 a	 été	montré	 en	 2014	 pour	 être	 trop	variable	 entre	 les	 individus	 mais	 également	 au	 niveau	 d’un	 même	 échantillon	 après	plusieurs	 décongélations	 [402].	 Comme	 certains	 articles	 le	 font,	 nous	 avons	 tenté	 une	normalisation	par	une	moyenne	de	2	contrôles	endogènes	différents	supposés	stables	pour	les	 échantillons	 de	 patients:	 U54	 et	 RNU24.	 Néanmoins,	 le	 contrôle	 RNU24	 seulement	variait	moins	entre	les	échantillons	que	la	moyenne	des	deux,	alors	nous	nous	en	sommes	tenus	à	ce	contrôle	endogène.	Quant	aux	échantillons	issus	de	C.	elegans,	nous	avons	utilisé	
sn2348,	stable	également.	Parfois	le	biais	entre	les	études	vient	des	statistiques	employées.	Par	exemple	les	études	du	Dr.	Campos-Melo	en	2013	utilisent	un	t-test	alors	que	beaucoup	d’autres	 –	 nous	 y	 compris	 -	 utilisent	 un	 test	 de	 Mann-Whitney	 [343].	En	 effet,	 une	comparaison	 de	 2	 échantillons	 indépendants	 ayant	 une	 distribution	 normale	 ou	 de	 N	supérieur	 à	 30	 requererait	 un	 test	 paramétrique	 t	 de	 Student.	 Néanmoins	 dans	 la	configuration	 d’une	 comparaison	 de	 2	 échantillons	 indépendants	 de	 distribution	 non	normale	 ou	 de	 N	 inférieur	 à	 30	 (ce	 qui	 est	 notre	 cas	 puisque	 nous	 regardons	 des	expériences	 indépendantes	 que	 nous	 avons	 réalisées	 en	 duplicats),	 un	 test	 non	paramétrique	 de	 Mann-Withney	 s’impose.	 Les	 deux	 tests	 étant	 établis	 différemment,	 les	résultats	sont	forcément	divergents.	Les	tests	non	paramétriques	sont	moins	stricts	quant	aux	 paramètres	 de	 la	 population	 dont	 a	 été	 extrait	 l’échantillon.	 Notamment,	 le	 test	 de	Mann-Withney	considère	les	rangs,	c’est	à	dire	l’ordre	d’apparition	des	résultats,	ce	qui	est	notre	cas.	Qui	plus	est	les	contrôles	endogènes	peuvent	varier	:	let-7a	par	exemple	dans	la	publication	de	Campos-Melo	en	2013,	a	été	montré	stable	dans	certaines	espèces	comme	les	
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bovins	 [403],	mais	que	nous-mêmes	avons	 trouvé	variable.	 Il	 est	donc	de	mise	à	 émettre	une	réserve	quant	aux	résultats	observés	[343].		Il	 est	 à	 noter	 que	 l’on	 observe	 une	 augmentation	 du	 microARN	 let-7	comparativement	 aux	 vers	 N2	 pour	 des	 vers	 à	 2	 jours	 de	 vie	 adulte.	 Cependant,	 la	variabilité	 obtenue	 pour	 les	 vers	 TDP-43A315T	 est	 grande	 et	 peut	 avoir	 plusieurs	 causes.	Premièrement,	 les	 extraits	 d’ARNs	 n’étaient	 pas	 les	 mêmes,	 par	 conséquent,	 malgré	 la	volonté	d’avoir	uniquement	des	vers	à	2	jours	de	vie	adulte,	il	est	possible	que	des	larves	se	soient	 immiscées	 dans	 les	 échantillons.	 Or,	 nous	 avons	 vu	 que	 la	 quantité	 de	 let-7	 est	absente	aux	premiers	stades	développementaux	et	augmente	drastiquement	à	 la	 fin	de	 la	vie	 larvaire	 [404].	 Un	 biais	 existe	 peut-être	 à	 ce	 niveau.	 De	 plus,	 nous	 avons	 été	 obligés,	pour	 synchroniser	 les	 vers,	 d’utiliser	 du	 FUDR	 (Fluorodeoxyuridine),	 une	 molécule	bloquant	 la	reproduction,	mais	accroît	 la	 longévité	 [405],	et	par	conséquent	possiblement	agit	sur	la	production	de	microARNs.	Enfin,	les	amorces	utilisées	pour	la	qPCR	provenaient	de	lots	différents.	La	qPCR	étant	très	sensible,	là	encore	il	a	pu	y	avoir	une	variabilité	de	la	quantité	 de	 let-7	 dans	 les	 échantillons.	 Cependant	 nous	 sommes	 confiants	 dans	 nos	résultats	 puisque	 les	 contrôles	 endogènes	 ont	 été	 vérifiés	 stables.	 De	 plus,	 nous	 avons	quantifié	 let-7	 dans	 des	 échantillons	 de	 vers	 mutants	 pour	 tdp-1	 (tdp-1(ok803)),	l’orthologue	 de	 TDP-43	 chez	 le	 ver	 (résultats	 non	 présentés).	 Ainsi	 l’absence	 de	 TDP-1	entraine	aussi	une	augmentation	de	 let-7	à	 jour	2	de	vie	adulte	de	5	 fois	par	rapport	aux	vers	N2	(quantification	relative	par	rapport	à	sn2343,	comme	pour	TDP-43).		Nos	 résultats	 mettent	 le	 microARN	 let-7	 en	 avant	 comme	 modulateur	 de	 la	pathologie	dans	notre	modèle	chez	C.	elegans.	Néanmoins,	nous	avons	généreusement	reçu,	de	 la	 part	 de	 Guy	 Rouleau	 et	 Christine	 Vande	 Velde,	 des	 cellules	 lymphoblastoïdes	 de	patients	 sains	 et	 ayant	 la	 SLA	 afin	 de	 quantifier	 le	 microARN	 let-7	 (Annexe	 4).	 Nous	connaissons	le	génotype	des	patients,	à	savoir	s’ils	avaient	une	mutation	dans	TARDBP,	FUS,	ou	une	expansion	dans	C9ORF72,	et	nous	avons	quantifié	différents	sous-types	de	let-7	:	let-7a,	 let-7b	 et	 let-7i.	 En	 effet,	 let-7a	 et	 let-7b	 sont	 fortement	 exprimés	 dans	 le	 cerveau	humain,	le	foie,	le	cœur	et	les	muscles	squelettiques	[285].	De	plus,	l’expression	de	let-7b	et	let-7i	est	augmentée	lors	d’une	infection	à	prion	dans	une	culture	neuronale	de	souris,	ainsi	
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que	dans	 les	exosomes	qui	en	dérivent	 [406].	Finalement,	 let-7	a	déjà	été	montré	comme	régulateur	 de	 la	 neurodégénérescence	 [308].	 Les	 résultats	 nous	 montrent	 une	augmentation	 de	 let-7a	 et	 let-7i	 dans	 les	 lymphoblastes	 de	 patients	 ayant	 une	mutation	dans	 le	 gène	 codant	pour	TDP-43	 (Annexe	4).	Une	 augmentation	de	 let-7a	 est	 également	observée	chez	les	patients	ayant	une	mutation	dans	FUS	tandis	qu’une	tendance	à	la	hausse	non	 significative	 est	 observée	 en	 ce	 qui	 concerne	 let-7i.	 Finalement,	 nous	n’avons	pas	de	variation	 en	 ce	 qui	 concerne	 let-7b.	 Sur	 les	 deux	 échantillons	 de	 patients	 ayant	 une	expansion	dans	C9ORF72,	nous	n’avons	pas	été	capable	de	détecter	le	microARN	let-7b,	d’où	la	significativité,	néanmoins	nous	ne	pouvons	tirer	de	conclusion	à	partir	de	ces	deux	seuls	échantillons.	 Ces	 résultats	 sont	 en	 concordance	 avec	 la	 hausse	 de	 let-7	 que	 nous	 avons	observé	chez	le	ver	(Manuscrit	2,	Figure	2a).	Cependant,	ces	résultats	sont	à	prendre	avec	précaution	du	fait	que	nous	avons	quantifié	let-7	dans	des	cellules	qui	normalement	ne	sont	pas	atteintes	par	la	maladie.	Qui	plus	est,	pour	effectuer	la	RT-qPCR,	nous	avons	utilisé	une	extraction	d’ARNs	obtenue	à	partir	de	cellules	baignant	dans	 leur	milieu	extracellulaire.	 Il	aurait	été	intéressant	de	regarder	la	variabilité	de	microARNs	dans	le	milieu	extracellulaire	seulement.	 Néanmoins,	 nous	 n’avons	 pas	 été	 capable	 de	 récolter	 assez	 d’ARNs	extracellulaires	pour	permettre	une	quantification	de	let-7.		 De	 plus	 en	 plus	 de	 publications	 amènent	 un	 lien	 entre	microARNs	 et	 SLA.	 Jusqu’à	maintenant,	la	plupart	des	articles	et	revues	parlaient	du	contrôle	de	la	voie	intracellulaire	des	TLRs	par	les	microARNs,	comme	c’est	le	cas	des	microARNs	miR-146a,	miR-155	et	miR-21	[316,407].	Comme	nous	 l’avons	vu,	 il	 serait	possible	que	des	microARNs,	 tel	que	 let-7,	puissent	se	lier	directement	à	des	TLRs	et	les	activer.	Avant	d’investiguer	cette	probabilité,	nous	 avons	 voulu	 savoir	 si	 l’activation	 de	 la	 voie	 immunitaire	 innée	TIR-1	 nécéssitait	 un	récepteur	ou	non.	Ne	s’agirait-il	pas	d’endocytose	du	signal	de	danger	?	Nous	avons	utilisé	un	 mutant	 pour	 le	 gène	 rme-8	 (Receptor	 mediated	 endocytosis	 -8),	 codant	 pour	 une	protéine	 exprimée	 dans	 l’hypoderme,	 l’intestin	 et	 les	 coelomocytes,	 nécessaire	 à	l’endocytose.	 Nous	 avons	 croisé	 ce	mutant	 avec	 TDP-43A315T;nlp-29p::GFP	 et	 n’avons	 pas	observé	 de	 différence	 avec	 ou	 sans	 mutation	 dans	 rme-8,	 suggérant	 que	 l’endocytose	intestinale/hypodermique	et	 l’activation	de	 la	voie	TIR-1	sont	 indépendants	(Manuscrit	2,	Figure	3c).		
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La	relation	directe	entre	 let-7	et	TOL-1	n’a	malheuresement	pu	être	montrée	parce	que	 cela	 aurait	 nécéssité	 de	 faire	 une	 immunoprécipitation	 grâce	 à	 l’utilisation	 d’un	anticorps	anti-TOL-1,	puis	la	vérification	de	la	présence	de	let-7.	Or,	chez	C.	elegans,	très	peu	d’anticorps	sont	disponibles	sur	le	marché.	Ce	défaut	technique	nous	a	mené	à	nous	tourner	vers	des	prédictions	biostatistiques	basées	sur	des	algorithmes	qui	calculent	la	probabilité	qu’une	protéine,	dont	on	précise	la	séquence,	puisse	se	lier	à	un	ARN	donné.	Grâce	à	cette	interface	 RPISeq	 (http://pridb.gdcb.iastate.edu/RPISeq/),	 nous	 avons	 trouvé	 qu’à	 priori	TOL-1	 lierait	 let-7	 avec	une	probabilité	 de	plus	de	90%	 (Manuscrit	 2,	 Figure	6).	 Pour	un	récepteur	comme	DCAR-1,	la	probabilité	était	moindre,	c’est-à-dire	entre	60	et	80%,	ce	que	nos	 résultats	 ont	 confirmé	 (Manuscrit	 1,	 Figure	 Supplémentaire	 9).	 Une	 autre	 interface	(RNABindRPlus,	http://ailab1.ist.psu.edu/RNABindRPlus/)	nous	a	permis	de	savoir	à	quels	sites	 sur	 la	 séquence	 en	 acides-aminés	de	TOL-1	pourraient	 se	 fixer	 un	ARN	 [408].	Nous	avons	 pu	 constater	 que	 la	 plupart	 des	 sites	 étaient	 présents	 du	 côté	 C-terminal	 de	 la	protéine,	dans	la	région	TIR,	conservée	à	travers	les	espèces.	Il	serait	donc	probable	que	let-7	lie	directement	le	récepteur	TOL-1	chez	C.	elegans,	comme	il	a	été	montré	entre	let-7b	et	TLR-7	sur	des	lignées	cellulaires	[308].		Que	ce	soit	par	liaison	directe	ou	par	répression	transcritpionnelle,	il	est	intéréssant	de	 noter	 que	 d’une	manière	 générale	 les	microARNs	 qui,	 selon	 plusieurs	 études,	 ont	 une	tendance	à	être	diminués,	tels	que	miR-143	et	miR-149,	semblent	avoir	un	rôle	inhibiteur	de	la	voie	des	TLRs	(Annexe	2)	[409-411].	A	contrario,	la	quantité	de	miR-29	par	exemple,	selon	 plusieurs	 études,	 semble	 être	 plus	 importante	 dans	 les	 cas	 de	 SLA	 (ou	 dans	 les	modèles)	 et	 ce	microARN	 serait	 un	 activateur	 des	 TLRs	 (Annexe	 2)	 [310].	 Ces	 éléments	suggèrent	que	d’une	manière	ou	d’une	autre	la	voie	des	TLRs	serait	sur-activée	dans	les	cas	de	SLA,	et	potentiellement	néfaste	pour	l’organisme.	Le	cas	de	let-7b	est	particulier	puisque	plusieurs	 études	 ont	 montré	 une	 diminution	 globale	 de	 ce	 microARN	 alors	 que	 nous	n’avons	pas	observé	de	différence	dans	 les	cellules	 lymphoblastoïdes	de	patients	ayant	 la	SLA	(Annexe	2	et	Annexe	4c).	Le	Dr.	Lehmann	et	 ses	collaborateurs	ont	observé	en	2012	une	augmentation	de	let-7b	chez	les	patients	ayant	la	maladie	d’Alzheimer,	corrélant	avec	le	fait	que	let-7	lie	directement	le	TLR7,	ce	qui	entraine	une	neurodégénérescence	[308].	Une	autre	étude	très	récente	a	montré	qu’une	augmentation	de	let-7b	avait	lieu	chez	des	poulets	
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ayant	 une	 perte	 de	 masse	 musculaire	 squelettique	 importante,	 liant	 le	 développement	musculaire,	 la	voie	des	MAPKs	et	 let-7b	[412].	Nous	pourrions	donc	nous	attendre	à	voir	une	augmentation	de	ce	microARN	dans	 la	neurodégénérescence	 liée	à	 la	SLA.	D’un	autre	côté,	let-7b	semble	agir	par	rétro-contrôle	négatif	sur	la	voie	intracellulaire	des	TLRs	[413],	donc	 une	 diminution	 globale	 de	 ce	 microARN	 pourrait	 quand	 même	 avoir	 un	 effet	activateur	sur	la	voie	des	TLRs.	Il	se	peut	finalement,	comme	le	suggère	les	études	de	Zhou	en	2013	et	Benigni	en	2016,	que	le	brin	de	let-7b	que	nous	étudions	(let-7b-3P	ou	let-7b-5P)	et	qui	n’est	pas	clairement	explicite	 la	plupart	du	 temps,	 soit	d’importance	et	que	 les	mécanismes	mis	en	jeu	sont	différents	selon	les	cas	[346,362].	Des	analyses	approfondies	à	ce	sujet	sont	donc	nécéssaires.		Dans	ces	recherches,	nous	avons	mis	l’amphase	sur	les	microARNs.	Cependant,	il	est	possible	que	d’autres	ARNs	soient	impliqués	dans	le	phénomène	de	toxicité.	Plus	encore	si	l’on	considère	le	signal	reconnu	par	les	TLRs	simplement	comme	des	motifs	ribonucléiques.	Il	existe	différents	type	d’ARNs	non	codants	(ARNnc)	(Pour	revue	:	[414])	:		
ü Les	ARNnc	courts,	parmi	lesquels	se	trouvent	les	microARNs,	les	ARN	Piwi	(ARNpi)	et	 les	 ARNti	 (tRNA-derived	 stress-induced	 RNA).	 Les	 ARNpi	 ont	 entre	 de	 26	 et	 31	nucléotides	et	leurs	rôles	seraient	la	répréssion	de	transposons	dans	la	lignée	germinale,	la	régulation	 épigénétique	 et	 potentiellement	 la	 répression	 traductionelle.	 Ils	 ont	 un		groupement	 2'-O-méthyl	 en	 3'	 reconnaissable	 par	 les	 protéines	 Piwi.	 Les	 ARNti,	 quant	 à	eux,	font	entre	17	et	18	nucléotides	et	sont	associés	aux	débuts	des	sites	de	transcription	et	sont	induits	par	le	stress.		
ü Les	ARNnc	moyens,	qui	comprennent	les	ARNsno	(small	nucleolar	ARN),	les	ARNs	associés	aux	promoteurs	(PASRs,	promoter-associated	small	RNAs),	 les	ARNs	associés	aux	débuts	des	sites	de	transcription	(TSSa-RNAs,	Transcription	start	site	associated	RNAs)	et	enfin	les	PROMPTs	(Promoter	upstream	transcripts).	Les	ARNsno	forment	un	complexe	de	protéines	et	d’ARNsno.	Ils	sembleraient	être	impliqués	dans	l’épissage	alternatif	d’ARNm,	la	méthylation	et	la	pseudouridylation	des	ARNs	ribosomaux.	Les	PASRs	et	les	TSSa-RNAs	font	entre	 20	 et	 200	 nucléotides	 et	 ont	 une	 fonction	 inconnue.	 Enfin,	 les	 PROMPTs	 sont	 une	
	148	
nouvelle	classe	d’ARNs	découverte	chez	l’Homme,	de	moins	de	200	nucléotides,	qui	serait	associée	à	l’activation	de	la	transcription	de	gènes.		
ü Les	ARNnc	longs,	qui	regroupent	les	ARNlinc	(lincRNA,	large	intergenic	non-coding	RNA),	les	T-UCRs	(Transcribed	ultraconserved	non-coding	RNAs)	et	les	autres	ARNs	longs	non-codants	(lncRNA).	Les	ARNlinc	font	plus	de	200	paires	de	bases,	ils	ont	des	rôles	variés	dont,	par	exemple,	le	bon	repliement	des	complexes	ADN-chromatine.	Les	T-UCRs,	de	plus	de	200	nucléotides,	réguleraient	le	niveau	d’ARNm	et	de	microARNs.	Finalement,		les	autres	lncRNA,	de	plus	de	200	paires	de	bases,	régulent,	entre	autres,	les	télomères.		 Tous	 ces	 ARNs	 non-codants	 aux	 fonctions	 diverses	 ont	 été	 liés	 à	 des	 pathologies	comme	 le	 cancer,	 la	 maladie	 d’Alzheimer,	 le	 syndrôme	 de	 Prader-Willi	 et	 même	 la	 SLA	[414].	 En	dehors	du	rôle	par	exemple	de	TDP-43,	FUS,	TAF15	et	EWSR1	(Ewing	sarcoma	RNA-binding	protein	-1)	dans	les	processus	de	biosynthèse	des	microARNs,	ils	ont	aussi	été	montrés	 pour	 lier	 des	 ARNs	 non-codants	 et	 en	 particulier	 les	 ARNs	 longs	 non-codants	[35,49,50]	(Pour	revue	:	[415]).	Plusieurs	hypothèses	quant	à	l’évidence	que	des	protéines	telles	que	TDP-43	ou	FUS	lient	des	ARNs	longs	non-codants	ont	vu	le	jour	:	1)	les	complexes	ainsi	 formés	 prennent	 place	 dans	 les	 inclusions	 cytoplasmiques,	 2)	 ou	même	 seraient	 la	cause	des	inclusions	cytoplasmiques,	3)	l’absence	de	TDP-43	ou	FUS	du	noyau	empêcherait	la	 transcritption	 et	 la	 régulation	 post-transcriptionnelle	 des	 ARNs	 longs	 non-codants,	 4)	l’absence	 de	 TDP-43	 ou	 FUS	 affecterait	 la	 fonction	 des	 ARNS	 longs	 non-codants	 [415].	 Il	semblerait	que	toutes	ces	hyptohèses	soient	vraies.	Notamment,	le	Dr.	Tollervey	en	2011	a	montré	un	changement	d’expression	des	ARNs	longs	non-codants	dans	le	cerveau	de	souris	en	absence	de	TDP-43	ou	FUS	mais	également	dans	 les	 tissus	en	post-mortem	de	patients	ayant	 eut	 la	 SLA	 [35].	Au	delà,	 ces	 protéines	 sembleraient	 aussi	 impliquées	dans	 l’aspect	fonctionnel	des	ARNnc	[415].	De	même	qu’une	expansion	dans	le	gène	C90RF72	comme	il	a	été	montré	dans	des	formes	de	SLA	affecterait	le	métabolisme	des	ARNs	et	potentiellement	des	ARNs	longs	non-codants	par	la	séquestration	de	protéines	liant	les	ARNs	dans	les	foci	GGGGCC	[415].		
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Une	 étude	 réalisée	 en	 2014	 par	 Saldi	 et	 ses	 collaborateurs	 a	 montré	 que	 TDP-1,		l’orthologue	de	TDP-43	chez	C.	elegans,	module	la	structure	et	la	stabilité	des	ARNs	double-brins	par	liaison	directe	[416].	A	priori,	la	fonction	de	limitation	de	l’accumulation	des	ARNs	double-brins	 serait	 conservée	 chez	 la	 protéine	 TDP-43	 humaine.	 Nous	 avions	 vu	 dans	l’introduction	qu’une	réduction	de	l’activité	de	la	protéine	ADAR2	chez	les	patients	ayant	la	SLA	 avait	 été	 observée	 [332].	 Nous	 pouvons	 ainsi	 spéculer	 en	 conséquence	 une	accumulation	 d’ARNs	 double-brins	 dans	 le	 noyau.	 Cette	 dérégulation	 quantitative	 laisse	présager	des	conséquences	toxiques	pour	les	cellules.	En	outre,	des	ARNnc	ont	été	associés	à	la	régulation	de	gènes	immunitaires,	et	même	à	 la	 voie	 de	 signalisation	 des	TLRs	 [417,418].	 Il	 est	 avancé	 que	 les	 interactions	 entre	 les	protéines	 liant	 les	ARNs	et	 les	ARNs	 longs	non-codants	sont	des	régulateurs	cruciaux	des	fonctions	cellulaires	dans	un	contexte	immunitaire	[419].	Rappelons	le,	certains	TLRs	fixent	des	ARNs	 simple-brins,	 double-brins,	 ou	 des	motifs	 nucléotidiques,	 du	 soi	 ou	 du	non-soi.	Ainsi	les	microARNs	jouent	un	rôle	important	dans	la	pathologie	y	compris	à	priori	dans	sa	propagation,	mais	le	postulat	pourrait	s’étendre	aux	ARNs	non-codants	en	général.			
III.	3.	LES RÉACTIONS INTRACELLULAIRES EN RÉPONSE A UN 
SIGNAL DE DANGER 		 La	dégénérescence	par	«	sarmoptose	»	commencerait,	d’après	nos	résultats,	d’abord	par	 une	 activation	 autocrine	 de	 la	 voie	 immunitaire	 TIR-1	 puis	 toucherait	 les	 neurones	adjacents	(comme	les	neurones	cholinergiques,	Manuscrit	2,	Figure	1)	ainsi	que	les	autres	tissus	(comme	l’hypoderme	et	l’intestin,	Manuscrit	1,	Figure	1).		Les	protéines	causatives	comme	TDP-43	ou	FUS	entraineraient	l’activation	de	la	voie	Sarm1/TIR-1	 et	 les	 MAPKs	 en	 aval	 menant	 à	 la	 dégénérescence	 [373]	 (Manuscrit	 1).	L’hypothèse	se	tient	puisque	Sarm1	chez	l’homme	est	présent	dans	le	foie	et	les	reins	[420],	mais	surtout	dans	le	cerveau	au	niveau	des	neurones	[421].	Chez	C.	elegans,	l’orthologue	de	Sarm1,	TIR-1,	est	hautement	exprimé	dans	l’hypoderme,	 l’intestin	et	certains	neurones	au	niveau	synaptique	entre	autres.		
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Figure	 19	:	 Schéma	 bilan	 des	 processus	 entrant	 dans	 la	 dégénérescence	 neuronale	
dans	la	SLA.	TDP-43/FUS	mutés	entrainent	l’activation	de	Sarm1,	puis	des	MAPKs	en	aval	et	 ainsi	 diminuent	 l’ATP.	 Cela	 agirait	 sur	 l’aspartyl	 et	 la	 calpaïne	 menant	 à	 la	neurodégénérescence.	La	diminution	de	la	calnexine	et	de	la	calréticuline	du	RE	entrainent	une	 sortie	de	 calcium	dans	 le	 cytoplasme	via	 des	pompes	 SERCA,	 agissant	 également	 sur	l’ATP.	Calcium	étant	par	ailleurs	importé	du	milieu	extracellulaire	par	des	canaux	calciques	voltage-dépendants.	 Les	 miRNAs	 relâchés	 dans	 le	 milieu	 extracellulaire	 peuvent	éventuellement	 faire	 varier	 le	 pH	 et	 influencés	 la	 survie	 cellulaire.	 Les	 miRNAs	 ainsi	relâchés	 pourraient	 se	 fixer	 aux	TLRs	 de	 cellules	 avoisinantes,	 activant	 la	 voie	 Sarm1,	 se	traduisant	 par	 une	 réponse	 inflammatoire	 ou	 par	 une	 dégénérescence	 dans	 le	 cas	 d’un	autre	neurone.	Le	recrutement	de	UNC93B1	du	RE	vers	les	endosomes	pourrait	favoriser	la	liaison	 aux	 miRNAs	 et	 induire	 une	 réponse	 Sarm1.	 Abréviations	:	 Asp,	 Aspartyl	;	 ATP,	Adénosine	triphosphate	;		Calnx,	Calnexine	;	Calp,	Calpaïne	;	Calrt,	Calréticuline	;	FUS,	Fused	in	 sarcoma	;	 MAPKs,	 Mitogen-activated	 protein	 kinases	;	 RE,	 Réticulum	 endoplasmique	;	SAarm,	 Sterile	α	 and	TIR	motif	 containing	1	;	 SERCA,	 	 sarco/endoplasmic	 reticulum	Ca2+-ATPase	;	TDP-43,	TAR-DNA	binding	protein	-43	;	TLR,	Toll-like	receptor.						
III. 4. LES APPROCHES THÉRAPEUTIQUES POTENTIELLES 			 A	 l’heure	actuelle,	 le	 seul	 traitement	 contre	 la	SLA	est	 le	 riluzole	qui,	 jouant	 sur	 la	libération	de	glutamate,	prolonge	la	vie	de	2	à	3	mois.	Il	n’a	pas	d’effet	secondaire	notable	et	est	bien	assimilé	néanmoins	très	couteux,	le	rapport	coût-bénéfice	reste	très	mitigé.			 Il	est	intéréssant	de	regarder	les	études	cliniques	de	ces	10	dernières	années	portant	sur	la	SLA	(Annexe	5)	(https://clinicaltrials.gov).	Beaucoup	d’études	sont	en	cours	un	peu	partout	à	travers	 le	monde,	par	conséquent	 les	résultats	ne	sont	pas	encore	connus.	Nous	observons	néanmoins	que	plusieurs	d’entre	elles	se	penchent	sur	la	modulation	du	système	immunitaire.		La	modulation	de	la	voie	immunitaire	innée	par	inhibition	de	la	MAPK	p38:		 Effectivement,	 nous	 l’avons	 vu	 dans	 l’introduction,	 le	 système	 immunitaire	 est	déréglé	dans	la	SLA.	Il	est	difficile	à	dire	s’il	s’agit	d’une	cause	–	ce	qui	serait	probable	parce	que	 l’activation	 immunitaire	 survient	 très	 tôt	 dans	 la	 maladie	 -	 ou	 d’une	 conséquence,	comme	celle	de	dommages	neuronaux	par	exemple,	d’une	réaction	abérrante	à	un	signal	ou	
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à	une	mauvaise	 signalisation.	Nous	avons	utilisé	dans	 le	premier	manuscrit	un	 inhibiteur	pharmacologique	 de	 la	 protéine	 p38,	 qui	 a	 réduit	 drastiquement	 la	 paralysie	 et	 la	neurodégénérescence	induites	par	TDP-43A315T	chez	les	vers	C.	elegans	(Manuscrit	1,	Figure	4).	 L’utilisation	 d’inhibiteurs	 de	 la	 protéine	 MAPK	 p38	 fait	 déjà	 l’objet	 de	 plus	 d’une	vingtaine	 d’études	 cliniques	 dans	 tous	 les	 domaines	 possibles	 (cancers,	 ostéoarthrites,	cardiomyopathies,	douleurs,	asthme,	maladies	vasculaires,	maladie	d’Alzheimer	et	surtout	en	ce	qui	concerne	 les	arthrites	rhumatoïdes)	(https://clinicaltrials.gov).	Les	perspectives	quant	à	l’utilisation	d’une	telle	molécule	sont	encourageantes,	mais	il	faudrait	faire	plus	de	tests,	notamment	toxicologiques,	et	sur	divers	modèles	animaux	avant	un	éventuel	passage	en	 clinique.	 Néanmoins,	 si	 des	 inhibiteurs	 de	 p38	 arrivent	 sur	 le	 marché	 pour	 d’autres	maladies,	cela	sera	plus	simple	pour	l’investigation	sur	la	SLA.		Le	ciblage	des	microARNs		 Il	 y	 a	 plusieurs	 possibilités	 d’utilisation	 des	 microARNs	 comme	 approches	thérapeutiques	potentielles	de	 la	SLA.	À	 commencer	par	 le	biomarquage.	En	effet,	un	des	défis	principaux	de	la	SLA	est	de	pouvoir	la	diagnostiquer	précocément.	À	l’heure	actuelle,	lors	 du	 diagnostic,	 il	 est	 trop	 tard	 car	 la	 dégénérescence	 et	 la	myotrophie	 sont	 déjà	 très	avancées.	Une	des	études	cliniques	sur	la	SLA	porte	sur	des	microARNs	biomarqueurs	que	l’on	pourrait	trouver	dans	le	sang,	le	liquide	céphalorachidien	et	les	biopsies	musculaires	de	patients.	 Nous	 avons	 vu	 dans	 l’introduction	 plusieurs	 articles	 mentionnant	 des	dérégulations	 globales	 de	microARNs,	 quelques-uns	même	 ressortent	 à	 travers	 plusieurs	études	avec	une	même	tendance.	Par	exemple	il	semblerait	que	les	microARNs	let-7b,	miR-132-5P,	miR-328	et	miR-638	diminuent	dans	les	cas	pathologiques	de	SLA	et	les	microARNs	miR-29,	miR-206	et	miR-338-5P	augmentent	(Tableau	1).	Sachant	qu’un	bon	biomarqueur	doit	 être	 suffisamment	 abondant	 dans	 les	 tissus,	 éventuellement	 les	 microARNs	 en	 plus	forte	quantité	pourraient	devenir	de	bons	biomarqueurs,	mais	des	études	complémentaires	sont	nécéssaires.			 En	dehors	de	l’étude	des	microARNs	en	tant	que	biomarqueurs,	il	serait	possible	de	les	utiliser	de	manière	différente.	Dans	une	très	intéressante	revue,	le	Dr.	Esteller	envisage	des	 thérapies	 visant	 à	 rétablir	 un	 déficit	 ou	 un	 excès	 en	 microARNs	 [414].	 Un	 déficit	pourrait	se	combler	par	1)	l’utilisation	de	virus	délivrant	des	microARNs,	2)	par	médication	
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Figure	20	:	Modifications	chimiques	d’oligonucléotides	antisens.				 Plus	 concrètement,	 les	 microARNs	 sont	 au	 cœur	 de	 nombreuses	 études	 cliniques	(Annexe	 6),	 plus	 de	 90%	 d’entre	 elles	 cherchent	 en	 eux	 des	 biomarqueurs,	 cependant,	certaines	études	tentent	une	approche	différente	:	-	 Certaines	 études	 quantifient	 des	 microARNs	 spécifiques	 ou	 même	 les	 protéines	impliquées	dans	la	biogénèse	des	microARNs	(Annexe	6).	-	Une	étude	essaye	l’injection	d’un	ensemble	de	6	microARNs	différents	en	adjuvant	au	 riluzole,	 sensés	 aider	 à	 son	 action.	 Cette	 étude	 est	 réalisée	 dans	 le	 cadre	 du	 cancer	colorectal	(Annexe	6).		 -	 L’utilisation	 d’antagomiRs	 tel	 que	 l’antagomiR-122,	 SPC3649	 (autrement	 appelé	miravirsen)	 est	 également	 en	 essai	 clinique.	 C’est	 une	 séquence	 possédant	 des	 acides-aminés	bloqués	(Locked	nucleic	acid,	LNA)	à	cause	d’un	pont	méthylène	(Figure	20)	[433].	Ainsi	cet	antagomiR	sert	d’antagoniste	au	microARN	miR-122,	mis	en	cause	dans	l’hépatite	C	(Annexe	6).	Au	préalable	à	une	étude	chez	 l’homme,	cet	 inhibiteur	avait	été	utilisé	chez	des	 chimpanzés	 ayant	 l’hépatite	 C,	 à	 5	 mg/kg	 pour	 12	 semaines	 en	 intraveineuse.	 La	virémie	 avait	 été	 supprimée,	 l’histologie	 du	 foie	 améliorée	 et	 aucune	 toxicité	 n’avait	 été	révélée	[434].		
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	 -	Une	étude	portant	 sur	 le	 cancer	hépatique	 implique	un	mimétique	de	miR-34.	Sa	structure	est	un	ARN	double	brin,		appelé	MRX34,	devant	neutraliser	miR-34	(Annexe	6).			 -	Enfin,	une	dernière	étude	porte	 sur	des	TargomiRs	dans	 le	 cancer	du	poumon.	 Il	s’agit	 là	de	délivrer	 en	 intraventriculaire	des	«	nanocellules	»	 contenant	un	mimétique	de	miR-16	(nommé	mésomiR),	montré	impliqué	dans	ce	type	de	cancer	(Annexe	6).		 De	manière	assez	curieuse,	aucun	résultat	n’est	donné	quant	aux	microARNs	sur	 le	site	des	essais	cliniques.	 Il	est	vrai	néanmoins	que	la	plupart	sont	en	cours	tant	ce	champ	d’investigation	 est	 récent.	 Nous	 devrons	 attendre	 quelques	 années	 avant	 de	 voir	 les	possibilités	que	les	microARNs	offrent	mais	il	y	a	bon	espoir	que,	pour	la	SLA,	de	nouvelles	approches	 soient	 envisagées.	 Il	 faut	 néanmoins	 rester	 prudent	 avec	 ces	 outils	 que	 nous	connaissons	 finalement	 assez	 mal.	 Des	 études	 toxicologiques	 sur	 le	 long	 terme	 sont	nécéssaires.	C’est	ainsi	qu’il	a	été	noté	qu’une	surexpression	d’ARNs	en	épingle	à	cheveux	chez	le	rat	causait	une	toxicité	hépatique	grave,	des	lésions	de	plusieurs	organes	et	in	fine	la	mort	 de	 l’animal	 [435].	 De	 plus,	 souvent	 les	 inhibiteurs	 de	 microARNs	 enclins	 à	 la	dégradation	 par	 des	 ARNases,	 peuvent	 a	 priori	 avoir	 une	 plus	 faible	 perméabilité	membranaire	et	le	système	immunitaire	peut	aller	à	l’encontre	de	leur	efficacité	[436].		
IV. Conclusion et perspectives 	 Tout	au	long	de	cette	étude,	nous	avons	voulu	parcourir	de	nouveaux	axes	de	recherches	au	 sujet	 de	 cette	 maladie	 handicapante	 et	 toujours	 incurable	 qu’est	 la	 sclérose	 latérale	amyotrophique.	Séparer	le	système	nerveux	et	le	reste	d’un	organisme	est	une	erreur	que	beaucoup	 d’études	 commettent.	 Grâce	 à	 un	 outil	 simple	 et	 rapide,	C.	elegans,	 nous	 avons	investigué	l’implication	du	système	immunitaire	innée	dans	deux	modèles	de	SLA,	TDP-43	et	FUS.	Il	ressort	de	ce	travail	que	la	voie	Sarm1/TIR-1	est	activée	dans	le	système	nerveux	et	dans	des	cellules	avoisinantes,	rappelant	ainsi	que	la	propagation	trans-cellulaire	est	un	paramètre	crucial	dans	la	SLA.	Si	nous	ne	sommes	pas	à	même	de	comprendre	les	origines	de	 cette	 pathologie,	 nous	 pouvons	 à	 défaut	 tenter	 de	 comprendre	 les	 mécanismes	 de	diffusion	 afin	 de	 stopper	 sa	 progression.	 Alors	 que	 nous	 aurions	 pu	 avoir	 une	 approche	
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protéique	 «	classique	»,	 nous	 nous	 sommes	 tournés	 vers	 le	 RNAome.	 Partant	 d’évidences	que	des	microARNs	étaient	dérégulés	dans	 la	 SLA	et	 qu’ils	 pouvaient	 être	perçus	 comme	des	séquences	mobiles	d’acides	nucléïques,	s’apparentant	à	des	signaux	de	danger	comme	le	sont	certains	ARNs	viraux	par	exemple,	et	pouvant	 lier	des	récepteurs	et	en	activer	 les	voies,	nous	nous	sommes	intéréssés	à	eux.	Et	plus	particulièrement	au	microARN	let-7,	qui	à	travers	nos	résultats	s’est	avéré	être	un	acteur	principal	de	la	dégénérescence	induite	par	TDP-43A315T,	mais	aussi	un	acteur	de	la	propagation	trans-cellulaire.	L’ensemble	de	nos	 idées,	observations	et	analyses	 sont	pionnières	dans	 le	domaine	et	ouvrent	le	champ	des	perspectives.	Bien	que	ces	résultats	soient	extrêmement	excitants	et	encourageants	pour	 la	suite,	 il	est	de	mise	d’être	prudent.	D’autant	plus	que	nos	résultats	s’appuient	sur	des	modèles	TDP-43	et	FUS	chez	le	nématode	alors	que	ce	n’est	qu’une	petite	partie	des	patients	qui	ont	une	mutation	dans	 les	gènes	codant	 ces	protéines.	Des	études	plus	 approfondies	 basées	 sur	 d’autres	 modèles,	 voire	 directement	 chez	 l’Homme	 sont	nécéssaires	pour	valider	nos	observations.		Bien	des	questions	restent	en	suspens	:	Quel	déréglement	est	à	l’origine	d’une	mort	des	motoneurones	?	 Pourquoi	 les	 autres	 neurones/cellules	 semblent	 moins	 affectées	?	Pourquoi	cela	survient-il	aux	abords	de	la	soixantaine	et	pas	avant	puisque	l’ensemble	des	molécules	investiguées	jusqu’aujourd’hui	sont	présentes	bien	avant	?	Quel	est	le	mécanisme	commun	 à	 toutes	 les	 formes	 différentes	 de	 SLA	?	 Est	 ce	 que	 les	 récepteurs	 TLRs	 sont	impliqués	 dans	 la	 propagation	 trans-cellulaire	?	 Comment	 manipuler	 la	 balance	immunitaire,	 qui	 reste	 indispensable	mais	 doit	 être	 hautement	 contrôlée	?	 Jusqu’où	 peut	nous	 mener	 l’investigation	 des	 microARNs	 dans	 cette	 pathologie	?	 Est-il	 possible	 qu’un	microARN	 spécifique	 tel	 que	 let-7	 soit	 à	 l’origine	 d’un	 tel	 déréglement	menant	 à	 la	mort	neuronale?	Pourraient-ils	devenir	des	outils	thérapeutiques	fiables	et	puissants	?	Autant	de	questions	 qui	 nécessitent	 des	 idées	 nouvelles,	 des	 modèles	 différents,	 des	 techniques	diverses	et	variées	et	un	redoublement	d’efforts	afin	que	la	SLA	devienne	curable	dans	les	années	à	venir.	Concernant	 des	 perspectives	 plus	 immédiates,	 plusieurs	 expérimentations	 sont	souhaitables.	 Premièrement,	 il	 faudrait	 vérifier	 que	 let-7	 est	 bien	 un	 messager	 trans-cellulaire	 liant	 TOL-1	 chez	 le	 ver.	 L’ensemble	 de	 nos	 analyses	 convergent	 vers	 cette	conclusion,	analyses	algorithmiques	à	 l’appui,	mais	 la	preuve	d’une	 liaison	directe	n’a	pas	
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été	 démontrée.	 Cela	 pourra	 être	 fait	 par	 immunoprécipitation	 du	 récepteur	 TOL-1	 et	vérification	 de	 la	 présence	 de	 let-7.	 Il	 faudra	 au	 préalable	 se	 munir	 d’un	 anticorps	reconnaissant	 TOL-1	 chez	 C.	 elegans.	 Secondairement,	 nous	 avons	 évoqué	 la	 possibilité	d’une	 variation	 de	 pH	 à	 l’origine	 d’une	 dégénérescence	 séléctive	 des	 neurones.	 Chez	 C.	
elegans,	 le	gène	clh-1	 code	pour	deux	canaux	chlorure	de	 type	CLC,	homologue	à	CLC1	et	CLC2	chez	l’homme.	Ces	canaux	sont	essentiels	au	maintien	de	la	composition	ionique	et	du	pH,	principalement	au	niveau	synaptique,	et	cela	grâce	aux	cellules	gliales	du	nématode.	Le	pH	est	 régulé	par	 tamponnage	de	 l’ion	HCO3-,	 en	plus	de	 la	 régulation	du	 flux	de	 l’ion	Cl-	synaptique.	Ainsi,	le	croisement	de	cette	souche	mutante	avec	nos	modèles	de	SLA	TDP-43	et	FUS	et	des	tests	de	paralysie,	de	neurodégénérescence	et	de	quantification	de	microARNs	pourraient	nous	en	apprendre	plus	sur	l’hypothétique	présence	d’une	variation	de	pH	dans	nos	modèles.	 Cette	 découverte	 serait	 d’une	 importance	 capitale,	 encore	 une	 fois	 dans	 la	compréhension	 des	 mécanismes	 de	 neurodégénérescence	 observée	 dans	 la	 SLA	 et	 dans	l’élaboration	d’un	traitement.	Toisièmement,	il	serait	possible	d’utiliser	un	modèle	murin	de	SLA	afin	de	valider	nos	résultats	obtenus	chez	le	ver.	Pour	cela,	il	est	à	notre	disposition	une	souche	de	souris	TDP-43Q331K,	où	la	protéine	humaine	est	exprimée	partout	dans	le	système	nerveux	et	développant	un	phénotype	moteur	lié	à	l’âge,	ainsi	qu’une	perte	motoneuronale	et	une	dégénérescence	axonale.	Il	serait	possible	de	faire	des	cultures	primaires	de	cellules	neuronales	 afin	 de	 quantifier	 aisément	 les	 microARNs,	 dont	 let-7	 afin	 de	 valider	 nos	résultats.	Enfin,	une	autre	souche	de	souris	est	actuellement	notre	disposition,	 il	 s’agit	de	souris	«	knock-out	»	pour	le	gène	sarm-1.	Pour	nous	permettre	de	vérifier	que	la	voie	Sarm1	est	 impliquée	 dans	 la	 mort	 neuronale	 et	 les	 conséquences	 qui	 s’en	 suivent,	 il	 serait	souhaitable	de	croiser	cette	souche	avec	les	souris	TDP-43Q331K,	puis	de	faire	par	exemple	des	 immunohistochimies	 sur	 des	 coupes	 fixées	 de	 moelle-épinière	 et	 de	 cerveau	 et	 de	localiser	 TDP-43,	 ainsi	 que	 les	 jonctions	 neuromusculaires	 pour	 voir	 une	 éventuelle	dénervation.	Il	serait	possible	de	faire	un	Western-Blot	également,	pour	voir	si,	comme	nos	résultats	 le	 suggèrent,	 la	 mutation	 de	 sarm-1	 n’affecte	 pas	 la	 quantité	 de	 TDP-43.	Evidemment,	 une	 RT-qPCR	 afin	 de	 quantifier	 let-7	 serait	 réalisée.	 Pour	 finir,	 des	 tests	comportementaux	 sur	 les	 souris	 (Grip	 et	 Rotarod)	 afin	 d’évaluer	 si	 la	 perte	 de	 Sarm1	restaure	bien	un	phénotype	sauvage	aux	souris	TDP-43Q331K	pourraient	être	entrepris.		
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ANNEXE 1 : TDP-43 TOXICITY PROCEEDS VIA CALCIUM 








ABSTRACT		Amyotrophic	 lateral	 sclerosis	 (ALS)	 is	 a	 heterogeneous	 disease	 with	 either	 sporadic	 or	genetic	 origins	 characterized	 by	 the	 progressive	 degeneration	 of	 motor	 neurons.	 At	 the	cellular	 level,	 ALS	 neurons	 show	 protein	 misfolding	 and	 aggregation	 phenotypes.	Transactive	 response	 DNA-binding	 protein	 43	 (TDP-43)	 has	 recently	 been	 shown	 to	 be	associated	with	ALS,	but	the	early	pathophysiological	deficits	causing	impairment	in	motor	function	 are	 unknown.	 Here	 we	 used	 Caenorhabditis	 elegans	 expressing	 mutant	 TDP-43A315T	 in	 motor	 neurons	 and	 explored	 the	 potential	 influences	 of	 calcium	 (Ca2+).	 Using	chemical	and	genetic	approaches	to	manipulate	the	release	of	endoplasmic	reticulum	(ER)	Ca2+	 stores,	 we	 observed	 that	 the	 reduction	 of	 intracellular	 Ca2+	 ([Ca2+]i	 )	 rescued	 age-dependent	 paralysis	 and	 prevented	 the	 neurodegeneration	 of	 GABAergic	motor	 neurons.	Our	 data	 implicate	 elevated	 [Ca2+]i	 as	 a	 driver	 of	 TDP-43-mediated	 neuronal	 toxicity.	Furthermore,	we	discovered	that	neuronal	degeneration	is	independent	of	the	executioner	caspase	CED-3,	but	instead	requires	the	activity	of	the	Ca2+-regulated	calpain	protease	TRA	3,	and	the	aspartyl	protease	ASP-4.	Finally,	chemically	blocking	protease	activity	protected	against	mutant	TDP-43A315T-associated	neuronal	 toxicity.	This	work	both	underscores	 the	potential	of	 the	C.	elegans	system	to	 identify	key	 targets	 for	 therapeutic	 intervention	and	suggests	 that	 a	 focused	 effort	 to	 regulate	 ER	 Ca2+	release	 and	 necrosis-like	 degeneration	consequent	to	neuronal	injury	may	be	of	clinical	importance.		 	
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INTRODUCTION	
	 Amyotrophic	 lateral	 sclerosis	 (ALS)	 is	 a	 fatal	 neurodegenerative	 disease	characterized	by	the	selective	loss	of	both	upper	and	lower	motor	neurons	in	the	cortex	and	spinal	 cord	 (Wijesekera	 and	 Leigh,	 2009).	 ALS	 is	 an	 age	 dependent,	 rapidly	 progressive	disease	with	 life	expectancy	 typically	being	between	2	and	5	years	after	onset.	Thanks	 to	recent	genetic	advances,	causative	mutations	for	ALS	have	been	discovered	in	over	a	dozen	genes	 (Renton	 et	 al.,	 2014),	 including	 one	 encoding	 transactive	 response	 DNA	 binding	protein	43	(TDP-43;	Kabashi	et	al.,	2008)	among	others.		Evidence	 is	mounting	 that	 pathways	 regulating	protein	degradation	may	 influence	ALS	pathogenesis	(Blokhuis	et	al.,	2013).	We	previously	reported	that	mutant	TDP-43A315T	proteins	expressed	in	Caenorhabditis	elegans	motor	neurons	are	susceptible	to	misfolding,	leading	 to	 insolubility,	 aggregation	 (Vaccaro	 et	 al.,	 2012a),	 and	 activation	 of	 the	endoplasmic	 reticulum	 (ER)	 unfolded	 protein	 response	 (UPRER;	 Vaccaro	 et	 al.,	 2012b,	2013).	Induction	 of	 the	 UPRER	 by	mutant	 TDP-43	 suggests	 that	 the	 capacity	 of	 the	 ER	 to	properly	fold	proteins	may	be	exceeded,	leading	to	cellular	dysfunction	and	death	(Walker	and	Atkin,	2011).		The	ER	constitutes	a	Ca2+	store	whose	uptake	and	release	are	extensively	regulated	to	maintain	cellular	Ca2+	homeostasis,	and	disrupted	ER	function	can	induce	Ca2+	depletion	(Burdakov	 and	 Verkhratsky,	 2006).	 Altered	 Ca2+	 homeostasis	 has	 been	 investigated	 as	 a	mechanism	to	distinguish	motor	neurons	that	are	vulnerable	or	resistant	to	degeneration	in	ALS	 (Palecek	 et	 al.,	 1999;	 Vanselow	 and	 Keller,	 2000).	 Indeed,	 ALS-vulnerable	 motor	neurons	in	mice	display	Ca2+	buffering	capacities	that	are	five	to	six	times	lower	compared	with	those	found	in	ALS-resistant	oculomotor	neurons	(Vanselow	and	Keller,	2000),	while	a	more	 recent	 study	 has	 shown	 that	 altered	 Ca2+	 buffering	may	 be	 a	 risk	 factor	 for	 SOD-1	toxicity	(von	Lewinski	et	al.,	2008).		We	investigated	the	role	of	cellular	Ca2+	balance	in	our	TDP-43	models	to	learn	more	about	the	mechanisms	of	Ca2+-	mediated	cellular	demise.	We	report	that	a	null	mutation	in	calreticulin	(CRT-1),	a	central	regulator	of	ER	Ca2+	homeostasis,	suppresses	both	paralysis	and	the	neurodegeneration	caused	by	mutant	TDP-43A315T	in	motor	neurons.	Furthermore,	
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deletion	of	the	Ca2+	binding	ER	protein	calnexin	(CNX-1),	the	ER	Ca2+	release	channels	UNC-68	(ryanodine	receptor),	or	ITR-1	(inositol	1,4,5	triphosphate	receptor)	suppressed	TDP-43	toxicity.	 Consistently,	 pharmacological	manipulations	modulating	 ER	 Ca2+	 release	 and/or	uptake	 suppressed	 TDP-43	 toxicity.	 Downstream	 from	 perturbed	 Ca2+	 homeostasis,	 we	discovered	 that	 mutations	 in	 the	 Ca2+-regulated	 calpain	 protease	 TRA-3	 and	 aspartyl	protease	ASP-4	also	suppressed	TDP-43	toxicity.	Our	findings	suggest	that	the	regulation,	and	possibly	release,	of	ER	Ca2+	stores	are	required	 for	 neurotoxicity	 of	 TDP-43	 in	 C.	 elegans.	 It	 is	 generally	 believed	 that	 caspase-driven	 neuronal	 apoptosis	 is	 an	 underlying	 pathogenic	 mechanism	 in	 many	 late	 onset	neurodegenerative	diseases	including	ALS	(Martin,	1999),	but	the	executioner	caspase	CED-3	 is	dispensable	 for	neurodegeneration	 in	our	TDP-43	model.	 Instead,	 the	 involvement	of	calpain	and	aspartyl	proteases	is	more	similar	to	necrosis	mediated	cell	death	(Syntichaki	et	al.,	 2002).	We	 propose	 that	misfolded	mutant	 TDP-43	 increases	 [Ca2+]i	 by	 disrupting	 ER	function	and	activates	calpain	proteases,	which	 in	 turn	activates	killer	aspartyl	proteases,	leading	to	cell	destruction.				
MATERIALS	AND	METHODS		
C.	elegans	strains	and	methods.		Standard	culturing	and	genetic	methods	were	used	(Stiernagle,	2006).	Animals	were	maintained	at	20°C	unless	otherwise	indicated.	Unless	otherwise	stated,	the	strains	used	in	this	study	were	obtained	from	the	Caenorhabditis	Genetics	Center	(University	of	Minnesota,	Minneapolis,	MN)	and	 include	the	 following:	asp-4(ok2693),	ced-3(ok2734),	cnx-1(nr2009),	
cnx-1(nr2010),	 crt-1(bz30),	 crt-1(jh101),	 itr-1(sa73),	 kbIs7	 [nhx-2p::rde-1	+	 rol-6(su1006)],	
kzIs20[pDM#715(hlh-1p::rde-1)	 +	 pTG95(sur-5p::nls::GFP)],	 oxIs12	 [unc-47p::GFP	 +	 lin-
15(+)],	rde-1(ne219),	sid-1(pk3321),	 tra-3(ok2207),	uIs69	[pCFJ90(myo-2p::mCherry)	 +	unc-
119p::sid-1],	and	unc-68(e540).	Genetic	crosses	generated	transgenic/mutant	combinations,	and	 the	 presence	 of	 transgenes	 and	 mutations	 was	 confirmed	 by	 PCR,	 visible	 markers,	sequencing,	or	a	combination	thereof.		
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Transgenic	 lines	 expressing	 mutant	 TDP-43A315T,	 wild-type	 TDP-43	 (TDP-43WT),	
unc-47p::GFP;	 TDP-43A315T,	 and	 unc-47p::GFP;	 TDP-43WT	 were	 previously	 described	(Vaccaro	et	al.,	2012a)	and	created	asfollows:	human	cDNAs	for	TDP-43WT	and	TDP-43A315T	(a	 gift	 from	Dr.	Guy	Rouleau,	McGill	University,	Montreal,	QC,	Canada)	were	 amplified	by	PCR	and	cloned	into	the	Gateway	vector	pDONR221	following	the	manufacturer’s	protocol	(Invitrogen).	 Multisite	 Gateway	 recombination	 was	 performed	 with	 the	 pDONR	 TDP-43	clones	 along	with	 clones	 containing	 the	unc-47	 promoter	 (a	 gift	 from	Dr.	 Erik	 Jorgensen,	University	 of	 Utah,	 Salt	 Lake	 City,	 UT;	 and	 Dr.	 Marc	 Hammarlund,	 Yale	 University,	 New	Haven,	CT),	 the	unc-54	3’	UTR	plasmid	pCM5.37	(Addgene	plasmid	17253;	a	gift	 from	Dr.	Geraldine	 Seydoux,	 Johns	Hopkins	University,	 Baltimore,	MD),	 and	 the	 destination	 vector	pCFJ150	 (Addgene	 plasmid	 19329;	 a	 gift	 from	Dr.	 Erik	 Jorgensen,	 University	 of	 Utah)	 to	create	 unc-47p::TDP-43	 expression	 vectors.	 Transgenic	 lines	 were	 created	 by	microinjection	of	unc-119(ed3)	worms,	multiple	lines	were	generated,	and	strains	behaving	similarly	were	kept	for	further	analysis.	Transgenes	were	integrated	by	UV	irradiation,	and	lines	were	outcrossed	to	wild-type	N2	worms	five	times	before	use.	Several	strains	showing	comparable	phenotypes	and	transgene	expression	levels	were	kept	and	the	strains	used	in	this	study	include	the	following:	xqIs132[unc-47p::TDP-43WT;	unc-119(+)]	and	xqIs133[unc-
47p::TDP-43A315T;unc-119(+)].			Pharmacological	treatment.		All	chemicals	were	obtained	from	Sigma-	Aldrich.	Dantrolene	and	thapsigargin	were	dissolved	 in	DMSO	 and	 added	 to	 agar	 plate	 to	 final	 concentrations	 of	 10μM	 and	 3μg/ml,	respectively.	 EGTA	 was	 dissolved	 in	 1N	 NaOH	 and	 was	 added	 to	 agar	 plates	 to	 a	 final	concentration	of	0.5mM.	MDL-28170	was	dissolved	in	DMSO	and	added	to	agar	plate	to	a	final	concentration	of	20	μM.		Paralysis	assay.		Worms	were	grown	at	20°C	on	standard	Nematode	Growth	Media	(NGM)	plates	with	or	without	compounds	(30	animals/	plate,	by	 triplicates)	and	scored	daily	 for	movement.	Animals	were	scored	as	paralyzed	if	they	failed	to	move	upon	prodding	with	a	worm	pick.	Failure	to	move	their	head	to	touch	and	the	absence	of	pharyngeal	pumping	was	scored	as	
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dead.	 Statistical	 analysis	 was	 performed	 using	 Graph-	 Pad	 Prism	 software	 (log-rank	Mantel–Cox	test).		Neurodegeneration	assay.		Worms	 (unc-47p::GFP;	 TDP-43A315T	 or	 unc-47p::GFP;	 TDP43WT,	 with	 or	 without	additional	mutations	 listed	 above)	were	 grown	 at	 20°C	 on	 standard	 NGM	 plates	with	 or	without	compounds.	Young	adult	worms	were	transferred	onto	seeded	NGM	plates	(with	or	without	 compounds),	 and	 were	 selected	 at	 days	 1,	 5,	 and	 9	 of	 adulthood	 (100	animals/treatment).	 Live	 worms	 were	 placed	 on	 a	 2%	 agarose	 pad	 containing	 5	 mM	levamisole	 in	 M9	 medium	 to	 immobilize	 the	 worms.	 Worms	 were	 observed	 under	fluorescence	 microscopy	 (Leica	 6000	 microscope)	 and	 scored	 for	 gaps	 or	 breaks	 in	 the	processes	 of	 GABAergic	 neurons.	 The	 mean	 and	 SEM	 were	 calculated,	 and	 ANOVA	 with	Bonferroni	correction	were	used	for	statistical	analyses.			RNA	interference	experiments.		RNA	 interference	 (RNAi)-treated	 strains	 were	 fed	 Escherichia	 coli	 (HT115)	containing	 an	 empty	 vector	 (EV)	 or	 an	RNAi	 clone	 corresponding	 to	 the	 gene	 of	 interest	indicated	above.	All	RNAi	clones	were	from	the	ORFeome	RNAi	library	(Open	Biosystems).	RNAi	experiments	were	performed	at	20°C.	Worms	were	grown	on	NGM	enriched	with	1	mM	 isopropyl-D-thiogalactopyranoside.	 All	 RNAi	 paralysis	 tests	 were	 performed	 using	 a	
TDP-43A315T;	unc-47p::GFP	in	conjunction	with	the	appropriate	mutation	and	transgenes	for	tissue-specific	 silencing	 in	 neurons,	 intestine,	 or	 muscle	 cells	 based	 on	 strains	 TU3401,	VP303,	or	NR350,	respectively.	To	minimize	developmental	effects,	L4	worms	were	grown	on	plates	with	RNAi	bacteria	and	assayed	for	paralysis	as	adults.	Worms	were	transferred	every	2	d.		Western	blot	analysis.		Synchronized	 populations	 of	 worms	 expressing	 TDP-43	 were	 grown	 at	 20°C	 on	standard	 NGM	 plates	 with	 or	 without	 compounds	 (15	 plates/treatment).	 Immunoblot	analysis	 of	 protein	 levels	was	 performed	 on	whole-animal	 extracts	 prepared	 by	washing	animals	 in	 M9	 medium	 to	 remove	 adherent	 bacteria.	 The	 pellets	 were	 placed	 at	 -80°C	
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overnight	and	homogenized	in	1	ml/g	RIPA	buffer	(150	mM	NaCl,	50	mM	Tris,	pH	7.4,	1%	Triton	 X-100,	 0.1%	 SDS,	 1%	 sodium	 deoxycholate)	 plus	 0.1%	 protease	 inhibitors	 (10	mg/ml	 leupeptin,	 10	 mg/ml	 pepstatin	 A,	 10	 mg/ml	 chymostatin;	 1:1000).	 Pellets	 were	sonicated	and	centrifuged	at	16,000	X	g.	Supernatants	were	collected	and	were	saved	as	the	total	fraction.	Protein	concentrations	were	determined	by	the	Quick	Start	Bradford	Protein	Assay	 (Bio-Rad).	 Supernatants,	 50g/well,	 were	 subjected	 to	 SDS-PAGE	 (10%)	 and	transferred	 to	 nitrocellulose	 membranes	 (Bio-Rad).	 The	 immunoblotting	 analyses	 were	performed	 using	 the	 following	 antibodies:	 rabbit	 anti-TDP-43	 (1:1000;	 Proteintech)	 and	mouse	 anti-actin	 (1:20,000	 for	 worms;	 MP	 Biomedicals).	 Proteins	 were	 visualized	 using	peroxidase-conjugated	secondary	antibodies	and	ECL	Western	Blotting	Substrate	(Thermo	Scientific).	Densitometry	was	performed	with	Photoshop	(Adobe).			
RESULTS	
	
Genetic	manipulation	of	[Ca2+]	suppresses	TDP-43	toxicity	in	motor	neurons		CRT-1	 is	 a	 Ca2+binding/storing	 protein	 of	 the	 ER	 that	 serves	 both	 as	 a	molecular	chaperone	 and	 as	 a	 central	 regulator	 of	 Ca2+homeostasis	 (Michalak	 et	 al.,	 1999).	Worms	expressing	mutant	 TDP-43	 in	 their	motor	 neurons	 show	 age-dependent	motility	 defects,	leading	to	paralysis	and	neurodegeneration	(Vaccaro	et	al.,	2012a).	To	investigate	the	role	of	 Ca2+	balance	 in	 TDP-43	 neuronal	 toxicity,	we	 constructed	 crt-1(bz30);	TDP-43A315T	 and	
crt-1(jh101);	TDP-43A315T	strains,	and	scored	them	for	paralysis.	We	observed	a	significant	reduction	in	the	rate	of	paralysis	for	crt-1(bz30);	TDP-43A315T	and	crt-1(jh101);	TDP-43A315T	animals	compared	with	control	TDP-43A315T	transgenics	(Fig.	1A).	Focusing	on	crt-1(bz30);	
TDP-43A315T,	we	 also	observed	 a	 significant	 rate	 of	motor	neuron	degeneration	 compared	with	control	TDP-43A315T	transgenics	(Fig.	1B).		In	 the	 ER,	 calreticulin	 works	 in	 conjunction	 with	 CNX-1	 to	 execute	 chaperone	functions	 and	mediate	 cellular	 Ca2+	 homeostasis	 (Krause	 and	Michalak,	 1997).	 Given	 the	functional	and	structural	similarities	between	the	two	proteins,	we	tested	whether	calnexin,	encoded	 by	 cnx-1	 in	 C.	 elegans,	 also	 influenced	 TDP-43	 toxicity.	 We	 observed	 that	
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introduction	of	the	loss	of	function	mutations	cnx-1(nr2009)	or	cnx-1(nr2010)	 into	mutant	TDP-43A315T	 transgenics	 led	 to	 a	 significant	 decrease	 in	 paralysis	 compared	with	 control	TDP-43A315T	 transgenics	 (Fig.	 1A).	 Focusing	 on	 cnx-1(nr2010);	 TDP-43A315T,	 we	 also	observed	a	significant	decrease	of	motor	neuron	degeneration	compared	with	control	TDP-43A315T	transgenics	(Fig.	1B).	To	 complete	 the	 genetic	 investigation	 of	 cellular	 Ca2+	 balance,	 we	 tested	 the	following	two	other	genes	involved	in	ER	regulation	of	[Ca2+]i:	the	ER	Ca2+	release	channel	inositol	triphosphate	receptor	channel	InsP3R,	encoded	by	itr-1	(Dal	Santo	et	al.,	1999),	and	the	ER	Ca2+release	channel	ryanodine	receptor	channel	RyR,	encoded	by	unc-68	(Maryon	et	al.,	 1996).	We	 then	 investigated	 the	effects	of	mutations	 in	 the	 InsP3R	and	RyR	genes	on	TDP-43A315T-mediated	paralysis	and	motor	neuron	degeneration.	Similar	to	the	disruption	of	calnexin	and	calreticulin	function,	itr-1(sa73);	TDP-43A315T	and	unc-68(e540);	TDP-43A315T	strains	 displayed	 significantly	 reduced	 paralysis	 and	 motor	 neuron	 degeneration	phenotypes	 compared	 with	 TDP-43A315T	 controls	 (Fig.	 1C,D).	 To	 confirm	 that	 the	suppression	 of	 TDP-43A315T	 neuronal	 toxicity	 was	 not	 due	 to	 transgene	 effects,	 we	quantified	 the	 level	 of	 TDP-43	 protein	 expression	 by	 immunoblotting	 and	 observed	 no	difference	in	protein	levels	for	TDP-43	in	combination	with	any	of	the	mutations	(Fig.	1E).			
Pharmacological	 modulation	 of	 [Ca2+]i	 regulates	 TDP-43A315T	 toxicity	 in	 motor	
neurons		To	confirm	that	altering	[Ca2+]i	levels	in	turn	regulates	TDP-43	toxicity,	we	turned	to	a	 complementary	 approach	 by	 using	 chemical	 reagents	 to	 manipulate	 ER	 Ca2+release	and/or	 uptake.	We	 first	 treated	TDP-43A315T	mutants	with	EGTA,	 a	 Ca2+-specific	 chelator,	and	observed	a	 clear	 reduction	 in	 the	 rate	of	paralysis	 and	neurodegeneration	 compared	with	 untreated	 TDP-43A315T	 transgenics	 (Fig.	 2A,B).	 Additionally,	 EGTA	 did	 not	 further	suppress	paralysis	and	neurodegeneration	in	crt-1(bz30);	TDP-	43A315T	or	itr-1(sa73);	TDP-
43A315T	strains	(Fig.	2A,B),	suggesting	that	crt-1,	itr-1,	and	EGTA	use	a	common	mechanism	to	reduce	TDP-43	toxicity,	namely	reduced	[Ca2+]i.		We	 next	 tested	 whether	 Ca2+	 derived	 from	 ER	 stores	 might	 contribute	 to	 the	progressive	 paralysis	 caused	 by	 mutant	 TDP-43.	 We	 treated	 TDP-43A315T	 mutants	 with	dantrolene,	 a	 reagent	 that	 specifically	 inhibits	 Ca2+	 release	 from	 ER	 stores	 (Song	 et	 al.,	
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1993).	 In	 dantrolene-treated	 animals,	 paralysis	 and	 neurodegeneration	 were	 markedly	reduced	consistent	with	the	hypothesis	that	ER	Ca2+	stores	contribute	to	TDP-43	neuronal	toxicity	 (Fig.	 2C,D).	 Dantrolene	 treatment	 did	 not	 further	 suppress	 paralysis	 and	neurodegeneration	 phenotypes	 caused	 by	 TDP-43A315T	 in	 crt-1(bz30)	 and	 itr-1(sa73)	mutants,	suggesting	a	shared	mechanism	of	action	(Fig.	2C,D).	The	suppression	of	TDP-43	toxicity	 by	 EGTA	 and	 dantrolene	 were	 not	 due	 to	 reduced	 transgene	 expression	 since	similar	 levels	 of	 TDP-43	 protein	 expression	were	 detected	 by	 immunoblotting	 in	 treated	and	untreated	TDP-43	transgenics	(Fig.	2E).	We	previously	 reported	 that	worms	expressing	mutant	TDP-	43,	but	not	wild-type	TDP-43,	 show	 elevated	 ER	 and	 oxidative	 stress	 (Vaccaro	 et	 al.,	 2013).	 Ca2+	 release	 and	uptake	 is	 essential	 for	 normal	 cellular	 function,	 and	 we	 hypothesized	 that	 chemically	manipulating	 [Ca2+]i	 may	 only	 be	 beneficial	 to	 neurons	 expressing	 mutant	 TDP-43	 if	disrupted	Ca2+	homeostasis	is	indeed	an	underlying	mechanism	of	mutant	TDP-43	toxicity.	To	 explore	 this	 possibility,	 we	 tested	 transgenics	 expressing	 TDP-43WT	 with	 EGTA	 or	dantrolene,	and	observed	that	exposure	to	either	compound	greatly	enhanced	paralysis	and	neurodegeneration	 (Fig.	 3).	 Thus,	 chemically	 manipulating	 [Ca2+]i	 is	 beneficial	 only	 to	neurons	expressing	mutant	TDP-43	proteins.		
Thapsigargin-induced	ER	Ca2+	 release	 restores	TDP-43A315T	dependent	 cell	 death	 in	
the	absence	of	calreticulin		We	next	explored	whether	forced	ER	Ca2+	release	might	overcome	the	crt-1-induced	block	 on	 TDP-43-mediated	 paralysis	 and	 neurodegeneration.	 Here,	we	 sought	 to	 reverse	
crt-1-dependent	 suppression	 of	 TDP-43	 neuronal	 toxicity	 by	 driving	 release	 of	 the	remaining	ER	Ca2+	stores	 in	TDP-43A315T;	crt-1(bz30)	animals.	We	treated	TDP-43A315T;	crt-
1(bz30)	 animals,	 which	 are	 fully	 suppressed	 for	 paralysis	 and	 neurodegeneration,	 with	thapsigargin,	 a	 compound	 that	 inhibits	 the	 sarcoplasmic/endoplasmic	 reticulum	 Ca2+	ATPase	 (SERCA)	ER	Ca2+	reuptake	pump	and	 induces	 the	 release	of	ER	Ca2+	via	 the	 InsP3	receptor	 channel	 (Takemura	 et	 al.,	 1989).	 We	 found	 that	 thapsigargin	 treatment	significantly	restored	paralysis	and	neurodegeneration	in	TDP-	43A315T;	crt-1(bz30)	mutants	compared	with	chemically	untreated	controls	(Fig.	4A,B).	As	a	positive	control,	we	exposed	transgenics	 expressing	 TDP-43WT	 to	 thapsigargin,	 and	 we	 observed	 the	 enhancement	 of	
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paralysis	and	neurodegeneration	phenotypes	(Fig.	4A,B),	 suggesting	 that	 increased	[Ca2+]i	induces	 cellular	 damage	 in	 C.	 elegans.	 Finally,	 using	 immunoblotting	 we	 confirmed	 that	treatment	with	thapsigargin	did	not	affect	the	expression	of	TDP-43	transgenes	(Fig.	4C).	In	summary,	 these	 data	 suggest	 that	 the	 elevation	 of	 [Ca2+]i	 itself	 may	 be	 cytotoxic	 in	nematode	motor	neurons,	supporting	a	model	in	which	a	critical	rise	in	[Ca2+]i	is	a	causative	factor	in	neurotoxicity,	and	that	CRT-1	is	not	required	for	thapsigargin-induced	cell	death.			
Calpain	 and	 aspartyl	 proteases	 are	 required	 for	 neurodegeneration	 in	 a	C.	elegans	
ALS	model	Caspase-dependent	 apoptosis	 is	 a	 major	 mechanism	 promoting	 cell	 death	 in	neurodegenerative	diseases	(Fuchs	and	Steller,	2011).	To	determine	whether	apoptosis	was	involved	 in	TDP-43	 toxicity,	we	disrupted	 the	main	 executioner	protease,	 caspase	CED-3,	which	mediates	programmed	cell	death	in	C.	elegans	(Ellis	and	Horvitz,	1986).	We	observed	that	ced-3	was	not	 required	 for	paralysis	or	degenerative	phenotypes	 induced	by	mutant	TDP-43A315T	 in	 motor	 neurons	 (Fig.	 5A,B).	 Thus,	 having	 shown	 that	 genetic	 and	pharmacological	 manipulation	 of	 [Ca2+]i	 suppresses	 neurotoxic	 effects	 of	 TDP-43A315T	 in	motor	 neurons,	 and	 based	 on	 the	 “calpain–	 cathepsin”	 hypothesis	 described	 previously	(Yamashima	 et	 al.,	 1998),	 we	 investigated	 aspartyl	 and	 calpain	 protease	 function	 in	paralysis	and	neurodegeneration.	There	are	17	genes	with	similarity	to	calpain,	7	of	which	show	 significant	 identity	 to	mammalian	 calpains	 (Syntichaki	 et	 al.,	 2002),	 and	 7	 aspartyl	protease	 genes	 encoded	 in	 the	 C.	 elegans	genome	 (Tcherepanova	 et	 al.,	 2000).	Based	 on	previous	work	linking	some	of	these	genes	to	neurodegeneration	in	C.	elegans	(Syntichaki	et	al.,	2002),	as	well	as	the	availability	of	viable	loss-of-function	mutant	strains,	we	focused	on	the	Ca2+-regulated	calpain	protease	TRA-3	and	the	aspartyl	protease	ASP-4.	Furthermore,	
asp-4	has	previously	been	identified	as	a	modifier	of	α-synuclein	toxicity	in	C.	elegans	(Qiao	et	 al.,	 2008).	 Using	 null	 mutants	 for	 tra-3	 and	 asp-4,	 we	 scored	 for	 paralysis	 and	neurodegeneration	in	strains	expressing	TDP-43A315T.	We	observed	a	significant	reduction	in	the	rate	of	paralysis	and	the	progressive	degeneration	of	motor	neurons	for	TDP-43A315T;	
tra-3(ok2207)	or	 TDP-43A315T;	 asp-	 4(ok2693)	 animals	 compared	 with	 control	TDP-43A315T	strains	(Fig.	5A,B).	To	confirm	that	these	calpain	and	aspartyl	proteases	acted	downstream	of	 elevated	 [Ca2+]i	 to	 regulate	 mutant	 TDP-43	 toxicity,	 we	 treated	 TDP-43A315T;	 tra-
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3(ok2207)	 and	 TDP-43A315T;	 asp-4(ok2693)	 strains	 with	 thapsigargin.	 We	 observed	 that	thapsigargin	 treatment	 failed	 to	 restore	 TDP-43A315T-induced	 paralysis	 and	neurodegeneration	when	the	calpain	or	aspartyl	proteases	were	absent	(Fig.	5C,D).	These	data	 suggest	 that	 tra-3	 and	 asp-4	 are	 essential	 for	 calcium-mediated	 neurotoxicity	associated	with	 mutant	 TDP-43,	 and	 that	 these	 proteases	 may	 be	 a	 terminal	 effector	 of	neurodegeneration.	 Furthermore,	 TDP-43	 transgene	 expression	 was	 not	 affected	 by	mutations	 in	 ced-3,	 tra-3,	 or	 asp-4	 (Fig.	5E).	 We	 next	 wanted	 to	 determine	 whether	 the	calpain–aspartyl	 protease	 pathway	 could	 be	 a	 target	 for	 small-molecule	 intervention	against	 TDP-43	 toxicity.	 Z-Val-Phe-CHO	 (MDL-28170)	 is	 a	 calpain	 inhibitor	 previously	shown	to	suppress	necrosis	in	C.	elegans	(Syntichaki	et	al.,	2002).	We	observed	a	significant	reduction	 of	 TDP-43A315T-mediated	 paralysis	 in	worms	 treated	with	MDL-28170	 (Fig.5F).	These	 data	 suggest	 that	 calpain	 and	 aspartyl	 proteases	 maybe	 targeted	 for	 preventing	neurodegeneration	associated	with	mutant	ALS	proteins.		
	
Cell-autonomous	suppression	of	TDP-43	toxicity	by	tra-3	and	asp-4	in	motor	neurons		We	wondered	whether	 the	 regulation	 of	 TDP-43	 toxicity	was	specific	 to	 tra-3	 and	
asp-4,	 or	 involved	 additional	 calpain	 and	aspartyl	 proteases.	Using	RNAi,	we	 conducted	 a	blind	 screen	of	 five	 calpain	 (clp-1,	clp-2,	clp-4,	clp-7,	and	tra-3)	 and	 seven	 aspartyl	(asp-1,	
asp-3,	 asp-4,	 asp-6,	 asp-7,	 asp-10,	 and	 asp-13)	 protease	 genes	 against	 TDP-43A315T	transgenics	engineered	for	RNAi	sensitivity	only	within	the	nervous	system	(Calixto	et	al.,	2010).	 We	 observed	 that	 RNAi	 against	 only	 tra-3	 or	 asp-4	 significantly	 suppressed	 the	paralysis	 phenotype	 of	 TDP-43A315T	 transgenics	 (Fig.	 6A,B).	 In	 conjunction	 with	 our	experiments	using	null	mutants,	our	RNAi	experiments	suggest	that	the	regulation	of	TDP-43A315T	toxicity	is	specific	to	tra-3	and	asp-4.	We	wondered	whether	the	effects	of	tra-3	and	




Ca2+	homeostasis	and	protease	genes	do	not	suppress	TDP-43WT	motor	defects	Since	our	primary	assay	to	identify	neuroprotective	agents	depends	on	a	behavioral	assay	to	detect	improved	motility	of	TDP-43A315T	transgenics,	there	is	the	possibility	that	we	may	have	identified	mutants	that	nonspecifically	augment	motility	phenotypes.	To	rule	this	out,	 we	 turned	 to	 our	 TDP-43WT	 strains	 that	 show	 limited	 toxicity,	 with	 paralysis	phenotypes	comparable	to	the	expression	of	GFP	alone	(Vaccaro	et	al.,	2012a).	We	crossed	
itr-1(sa73),	 unc-68(e540),	 crt-1(bz30),	 cnx-	 1(nr2010),	 tra-3(ok2207),	 or	 asp-4(ok2693)	mutations	 into	 the	TDP-43WT	strain,	but	none	of	 the	mutations	suppressed	 the	paralysis	phenotype	caused	by	TDP-43WT	(Fig.	7).	However,	TDP-43WT;	unc-68(e540)	animals	had	a	higher	 rate	 of	 paralysis	 compared	 with	 TDP-43WT	 controls	 (p	 <	 0.05),	 suggesting	 that	 a	general	 impairment	of	UNC-68	 function	may	negatively	 impact	 the	neuronal	 function	and	motility	 observed	 in	TDP-43WT	worms.	Thus,	we	 conclude	 that	 neuroprotective	 effects	 of	these	mutants	against	TDP-43A315T	toxicity	are	not	due	to	a	general	improvement	of	motor	function.			
DISCUSSION	
	
Ca2+	homeostasis	and	ALS	Ca2+	 	 is	 an	 intracellular	 signaling	molecule	 that	 regulates	many	mechanisms	 in	 the	nervous	 system	 (Nikoletopoulou	 and	 Tavernarakis,	 2012).	 Cells	 maintain	 a	 tightly	controlled	resting	cytosolic	free	calcium	concentration	of	100	nM	by	extruding	excess	Ca2+	by	 pumps	 and	 exchangers,	 and	 by	 compartmentalizing	 Ca2+.	 The	 ER	 is	 involved	 in	many	critical	processes,	including	being	a	specialized	Ca2+-storing	organelle	(100–800μM	range).	The	 ER	 is	 closely	 involved	 in	 the	 regulation	 of	 Ca2+	 	 flow	within	 cells	 and	 is	 found	 in	 all	neurons,	 occupying	 cell	 bodies,	 and	 extending	 toward	 axons,	 dendrites,	 and	 dendritic	spines.	 In	 the	 context	 of	 ALS,	 evidence	 is	 mounting	 that	 the	 capacity	 of	 the	 cellular	
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machinery	 of	 the	 ER	 to	 properly	 fold	 proteins	 is	 exceeded	 (Hetz	 and	 Mollereau,	 2014),	leading	cells	to	react	with	the	UPRER	and	that	a	perturbation	of	the	ER	function	can	induce	Ca2+	depletion.	 Studies	 investigating	Ca2+	homeostasis	 in	motor	neurons	have	 shown	 that	ALS-vulnerable	 motor	 neurons	 in	 mice	 display	 low	 endogenous	 Ca2buffering	 capacities	(Lips	 and	 Keller,	 1998;	 Palecek	 et	 al.,	 1999).	We	 hypothesized	 that	 dysregulated	 [Ca2+]i,	possibly	 from	 the	 release	 of	 ER	 Ca2+	 stores,	 may	 contribute	 to	mutant	 TDP-43	 neuronal	toxicity.	 We	 tested	 for	 potential	 influences	 of	 Ca2+	 in	 mutant	 TDP-43A315T-induced	degeneration	in	the	following	two	ways:	with	genetic	mutations	that	alter	release	of	ER	Ca2+	stores;	and	by	using	chemical	reagents	to	manipulate	ER	Ca2+	release	(Fig.	8).	We	found	that	null	 mutations	 in	 crt-1,	 a	 molecular	 chaperone	 that	 plays	 a	 critical	 and	 complex	 role	 in	cellular	 calcium	 homeostasis	 as	 a	 major	 site	 for	 stored	 Ca2+	 (Michalak	 et	 al.,	 1999),	suppressed	 both	 paralysis	 and	 neurodegeneration	 induced	 by	 mutant	 TDP-43.	Dysregulation	of	the	ER-resident	Ca2+	binding	protein	calreticulin	may	directly	contribute	to	motor	neuron	death	in	ALS	models	(Bernard-Marissal	et	al.,	2012).	Our	data	showing	that	calreticulin	 contributes	 to	 neurodegeneration	 is	 somewhat	 at	 odds	 with	 findings	 for	 an	SOD-1	model	 showing	 that	 reduced	 calreticulin	 levels	 activate	 the	 FAS/CD95	pathway	 to	trigger	cell	death	(Bernard-Marissal	et	al.,	2012).	However,	no	clear	ortholog	of	FAS/CD95	exists	in	the	C.	elegans	genome,	suggesting	that	the	role	of	calreticulin	in	mediating	TDP-43	neuronal	toxicity	in	our	study	may	follow	different	cellular	mechanisms.	Alternatively,	the	mechanisms	 governing	 the	 degradation	 of	 SOD1	 proteins	 may	 be	 distinct	 from	 TDP-43	(Mulligan	and	Chakrabartty,	2013).		However,	ER	stress	has	emerged	as	a	mechanism	in	ALS	(Matus	et	al.,	2013;	Tadic	et	al.,	2014),	and	has	been	linked	to	the	motor	neuron	vulnerability	observed	in	SOD-1	mouse	models	(Nishitoh	et	al.,	2008;	Saxena	et	al.,	2009),	but	it	remains	to	be	seen	whether	the	ER	is	a	 site	of	action	 for	other	ALS	mouse	models.	Furthermore,	many	aspects	of	 the	genetic	signaling	 pathways	 controlling	 ER	 stress	 response	were	 discovered	 in	C.	elegans	 and	 are	conserved	in	mammalian	systems	(Mori,	2009).	Encouragingly,	we	previously	linked	the	ER	stress	response	to	TDP-43	toxicity	(Vaccaro	et	al.,	2013),	and	identified	a	number	of	small	molecules	that	reduce	neurodegeneration	in	C.	elegans	and	zebrafish	TDP-43	motor	neuron	models.	 Further	 insights	 into	 the	 induction	 of	 the	 ER	 stress	 response	 and	neurodegeneration	come	 from	a	recent	report	using	a	C.	elegans	model	of	SOD1	neuronal	
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toxicity	(Thompson	et	al.,	2014).	Linking	the	model	organism	studies	to	mammals	are	the	ER	stress-protective	compounds	salubrinal	(Saxena	et	al.,	2009)	and	guanabenz	(Jiang	et	al.,	2014),	 both	 of	which	 show	neuroprotective	 activity	 in	mouse	 SOD-1	models.	 Thus,	work	from	C.	elegans	models	may	be	predictive	for	mechanisms	of	motor	neuron	degeneration	in	mammalian	systems.		Because	 luminal	 calreticulin	 works	 in	 conjunction	 with	 calnexin	 to	 effectuate	chaperone	 functions	 and	mediate	 cellular	 Ca2+	homeostasis	 (Krause	 and	Michalak,	 1997),	we	 also	 disrupted	 calnexin	 function	 using	 loss-of-function	 mutations	 and	 confirmed	 the	suppression	of	TDP-43	neuronal	 toxicity.	 It	 is	known	 that	Ca2+	is	 released	 from	ER	stores	into	the	cytoplasm	via	the	InsP3R	and	the	RyR	Ca2+	channels.	We	blocked	the	RyR	function	by	 using	 a	 null	 mutation	 in	 unc-68	 or	 by	 treatment	 with	 dantrolene,	 a	 reagent	 that	specifically	 inhibits	Ca2+	release	 from	ER	stores	(Song	et	al.,	1993),	and	InsP3R	by	using	a	null	mutation	in	 itr-1,	and	we	showed	the	same	suppression	of	TDP-43	toxicity.	Thus,	our	data	extend	upon	and	are	consistent	with	recent	work	showing	that	 inositol	 triphosphate	receptors	regulate	neurotoxicity	in	Drosophila	and	cell	culture	TDP-43	models	(Kim	et	al.,	2012).	Further	highlighting	the	role	of	Ca2+	homeostasis,	treatment	of	TDP-43A315T	mutants	with	 EGTA,	 a	 Ca2+	 specific	 chelator,	 produced	 a	 clear	 reduction	 of	 paralysis	 and	neurodegeneration	 phenotypes.	 Importantly,	 the	 fact	 that	 neither	 dantrolene	 nor	 EGTA	enhanced	 TDP-43	 toxicity	 in	 TDP-43A315T;	 crt-1	 or	 TDP-43A315T;	 itr-1	 double	 mutants	suggests	 that	 the	 inappropriate	 release	 of	 Ca2+	 from	 ER	 stores	 may	 be	 a	 common	mechanism	 of	 TDP-43-mediated	 neuronal	 toxicity.	 Conversely,	 thapsigargin-induced	 ER	Ca2release,	by	activating	the	 InsP3R	function	and	blocking	the	Ca2+	return	to	 the	ER	 from	the	cytoplasm	via	the	SERCA	Ca2+	pump,	can	restore	TDP-43A315T	induced	cell	death	 in	the	absence	of	calreticulin,	indicating	that	Ca2+	release	and	uptake	are	essential	for	TDP-43A315T	neuronal	toxicity,	and	can	in	fact	also	enhance	the	toxicity	of	worms	expressing	TDP-43WT	in	motor	neurons.		
The	role	of	endogenous	TDP-1/TDP-43	in	neurodegeneration	Our	 group	 (Vaccaro	 et	 al.,	 2012b),	 plus	 another	 research	 team	 (Zhang	 et	 al.,	 2012),	previously	reported	that	endogenous	TDP-1	(C.	elegans	ortholog	of	TDP-43)	is	required	for	toxicity	 caused	 by	 the	 transgenic	 expression	 of	mutant	 TDP-43	 in	 the	C.	elegans	 nervous	
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system.	 Additionally,	 we	 also	 showed	 that	 TDP-1/TDP-43	 is	 required	 for	 the	 toxicity	 of	mutant	 polyglutamine	 proteins	 in	 C.	 elegans	 and	 mammalian	 cell	 culture	 models	 of	Huntington’s	 disease	 (Tauffenberger	 et	 al.,	 2013).	 These	 findings	 suggest	 that	 wild-type	TDP-1/TDP-43	may	 actively	 contribute	 to	 neurodegeneration	 beyond	 ALS.	 Our	 previous	work	also	showed	that	tdp-1	is	ubiquitously	expressed,	and	is	mainly	a	nuclear	protein.	Under	 stress	 conditions,	 including	 ER	 stress,	 TDP-1	 expression	 is	 increased,	 and	 this	chronic,	elevated	expression	is	cytotoxic,	 leading	to	decreased	lifespan	in	worms	(Vaccaro	et	al.,	 2012b).	These	observations	are	 consistent	with	 the	 function	of	TDP-43	as	a	 stress-inducible	 protein,	 as	 is	 seen	 in	 many	 systems	 (Janssens	 and	 Van	 Broeckhoven,	 2013).	Another	conserved	phenotype	of	TDP-43	is	its	cytotoxicity	when	overexpressed,	suggesting	that	its	expression	levels	are	tightly	regulated	(Buratti	and	Baralle,	2011).	A	caveat	of	our	data	 interpretation	 in	 this	 current	 study	 is	 that	 a	 role	 for	 TDP-1	 in	 the	 necrosis-like	degeneration	 of	 TDP-43A315T	 motor	 neurons	 was	 not	 examined.	 Part	 of	 the	 cascade	 of	molecular	 events	 described	 here	 leading	 to	 neurodegeneration	 may	 involve	 endogenous	TDP-1.	The	cytotoxicity	of	TDP-1	 itself	may	depend	on	Ca2+	homeostasis	and/or	protease	genes.	Additionally,	since	TDP-1	is	a	DNA/RNA	binding	protein,	another	possibility	 is	that	TDP-1	 may	 regulate	 the	 expression	 of	 Ca2+	 and	 protease	 genes	 under	 stress	 conditions,	including	 for	proteotoxicity	and	ER	stress.	Future	studies	will	 explore	 the	contribution	of	TDP-1	to	these	molecular	mechanisms.		
Necroptosis	as	a	key	mechanism	of	neurodegeneration	in	ALS	The	perturbation	of	cytosolic	Ca2+	homeostasis	has	been	 implicated	 in	necrotic	cell	death	both	in	mammals	and	in	C.	elegans	(Sattler	and	Tymianski,	2000;	Xu	et	al.,	2001),	but	the	mechanism	by	which	Ca2+	triggers	cellular	demise	remains	unclear;	so,	we	investigated	relevant	 signaling	 pathways	 based	 upon	 the	 “calpain–	 cathepsin	 hypothesis.”	 In	 1998,	Yamashima	 et	 al.	 formulated	 the	 calpain–	 cathepsin	 hypothesis,	 according	 to	which	Ca2+-activated	cysteine	proteases	compromise	the	integrity	of	the	lysosome	and	cause	leakage	of	acidic	 hydrolases	 (Yamashima	 et	 al.,	 1998).	 We	 tested	 the	 requirement	 for	 calpain	 and	aspartyl	protease	activity	 in	neurodegeneration	inflicted	by	the	expression	of	TDP-43A315T	in	GABAergic	motor	neurons,	and	showed	that	null	mutations	in	the	calcium-regulated	tra-3	calpain	 protease	 and	 aspartyl	 protease	 asp-4	 suppress	 both	 paralysis	 and	
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neurodegeneration.	Interestingly,	TDP-43A315T	toxicity	was	unaffected	by	a	null	mutation	in	the	cysteine–aspartate	protease	CED-3,	a	protein	central	 to	apoptosis	 in	C.	elegans,	and	 in	agreement	 with	 previous	 studies	 of	 TDP-43	 toxicity	 in	 C.	 elegans	 (Liachko	 et	 al.,	 2010).	Thus,	in	terms	of	genetic	signaling	pathways	the	neuronal	toxicity	caused	by	TDP-43A315T	in	
C.	 elegans	 more	 closely	 resembles	 necrosis	 than	 classic	 apoptosis	 (Troulinaki	 and	Tavernarakis,	2012).		Recent	work	has	suggested	that	motor	neuron	death	in	models	of	both	sporadic	and	familial	ALS	occurs	 through	necroptosis	 (Re	et	al.,	2014),	a	 form	of	programmed	necrosis	that	does	not	require	caspases	(Ofengeim	and	Yuan,	2013).	Our	work	is	in	agreement	with	this	notion	as	 inactivation	of	a	C.	elegans	key	executioner	caspase,	ced-3,	had	no	effect	on	motor	neuron	dysfunction	in	our	TDP-43	models.	Key	molecules	regulating	necroptosis	in	ALS	models	include	the	receptor-interacting	serine/threonine	protein	kinase	1	and	mixed-lineage	 kinase	 domain-like,	 but	 whether	 orthologs	 of	 these	 proteins	 regulate	 TDP-43	toxicity	in	our	C.	elegans	ALS	models	requires	further	investigation.	Importantly,	work	from	
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Figure	1.	Genes	regulating	ER	calcium	release	promote	TDP-43	neuronal	toxicity.	A,	Null	mutations	 in	cnx-1	 or	crt-1	 suppress	age-dependent	paralysis	 caused	by	TDP-43A315T	compared	with	 transgenic	TDP-43A315T	 controls.	p<0.0001	 for	TDP-43A315T;	cnx-1(nr2009)	versus	 TDP-43A315T;	 p<0.0002	 for	 TDP-43A315T;	 cnx-1(nr2010)	 versus	 TDP-43A315T;	p<0.0001	 for	TDP-43A315T;	crt-1(bz30)	versus	TDP-43A315T;	 p<0.0001	 for	TDP-43A315T;	crt-
1(jh101)	versus	TDP-43A315T.	TDP-43A315T,	n=114	;	TDP-43A315T;	cnx-1(nr2009),	n=76;	TDP-
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43A315T;	cnx-1(nr2010),	n=98;	TDP-43A315T;	crt-1(bz30),	n=90;	and	TDP-43A315T;	crt-1(jh101),	n=63.	 B,	 Mutations	 in	 cnx-1	 or	 crt-1	 reduce	 age-dependent	 neurodegeneration	 in	 TDP-43A315T	 transgenics	 compared	with	 TDP-43A315T	 control	 animals.	 ***p<0.001	 versus	 TDP-43A315T	at	day	9;	****p<0.0001	versus	TDP-43A315T	at	day	9.	C,	Null	mutations	in	unc-68	and	
itr-1	 reduce	 TDP-43A315T-mediated	 paralysis	 compared	 with	 control	 TDP-43A315T	transgenics.	 p<0.0001	 for	 either	 for	 TDP-43A315T;	 unc-68(e540)	 or	 for	 TDP-43A315T;	 itr-
1(sa73)	versus	 TDP-43A315T.	 TDP-43A315T,	 n=90;	 TDP-43A315T;	 itr-1(sa73),	 n=88;	 and	 TDP-43A315T;	unc-68(e540),	 n=84.	D,	Degeneration	 of	motor	neurons	 is	 reduced	 in	 adult	 day	9	TDP-43A315T	transgenics	compared	with	controls.	**p<0.01	versus	TDP-43A315T	at	day	9.	E,	Western	blotting	with	a	human	anti-TDP-43	antibody	revealed	comparable	levels	of	protein	expression	in	all	strains.		 	
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Figure	2.	Pharmacological	manipulation	of	[Ca2+]i	reduces	TDP-43	neuronal	toxicity.	A,	 TDP-43	 A315T	 transgenics	 treated	 with	 EGTA	 showed	 significantly	 less	 paralysis	compared	with	untreated	controls	(	p<0.0001	versus	TDP-43A315T).	The	protective	effect	of	EGTA	was	 not	 additive	 to	 the	 suppression	 of	 TDP-43-mediated	 paralysis	 by	mutation	 in	either	crt-1	or	 itr-1.	p=0.8470	versus	TDP-43A315T;	crt-1(bz30);	and	p=0.7817	versus	TDP-43A315T;	 itr-1(sa73).	 TDP-43A315T,	 n=90	 ;	 TDP-43A315T	 +	 EGTA,	 n=181	 ;	 TDP-43A315T;	 itr-
1(sa73),	 n=90;	TDP-43A315T;	 itr-1(sa73)	 EGTA,	n=90;	TDP-43A315T;	crt-1(bz30),	 n=90;	TDP-
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43A315T;	 crt-1(bz30)	 +	 EGTA,	 n=90.	 B,	 Degeneration	 of	 motor	 neurons	 in	 TDP-43A315T	animals	at	day	9	of	adulthood	was	reduced	to	comparable	levels	in	TDP-43A315T	transgenics	treated	with	EGTA	alone	or	 in	 combination	with	mutations	 in	crt-1	 or	 itr-1.	 ****p_0.0001	versus	 TDP-43A315T	 at	 day	 9.	 C,	 Treatment	 with	 dantrolene	 suppressed	 TDP-43A315T-mediated	 paralysis	 compared	 with	 untreated	 control	 animals	 (p=0.0031	 versus	 TDP-43A315T).	 Suppression	 of	 TDP-43A315T-mediated	 paralysis	 by	 crt-1	 or	 itr-1	 was	 not	significantly	 different	 from	 these	 same	 mutant	 strains	 treated	 with	 dantrolene.	 TDP-43	A315T,	n=114	;	TDP-43A315T	+	dantrolene,	n=100;	TDP-43A315T;	itr-1(sa73),	n=88;	TDP-43A315T;	
itr-1(sa73)	+	dantrolene,	n=96;	TDP-43A315T;	crt-1(bz30),	n=90;	TDP-43A315T;	crt-1(bz30)	+	dantrolene,	 n=90.	 D,	 Degeneration	 of	motor	 neurons,	 in	 TDP-43A315T	 animals	 at	 day	 9	 of	adulthood	was	reduced	to	similar	levels	in	TDP-43A315T	transgenics	treated	with	dantrolene	alone	or	 in	 combination	with	mutations	 for	crt-1	 or	 itr-1.	 **p<0.01	versus	TDP-43A315T	 at	day	 9;	 ***p<0.001	 versus	 TDP-43A315T	 at	 day	 9.	 E,	 TDP-43	 protein	 expression	 was	unchanged	by	culture	conditions	with	EGTA	or	dantrolene.		 	
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Figure	 4.	 Forced	 release	 of	 ER	 Ca	 2stores	 enhances	 TDP-43	 neuronal	 toxicity.	 A,	Paralysis	was	enhanced	in	TDP-43A315T;	crt-1(bz30)	and	TDP-43WT	transgenics	treated	with	thapsigargin	 compared	with	 untreated	 transgenic	 controls.	 p<0.001	 for	 TDP-43A315T;	 crt-
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1(bz30)	animals	versus	those	treated	with	thapsigargin;	p<0.001	for	TDP-43WT	versus	those	treated	with	 thapsigargin.	 TDP-43WT,	 n=98;	 TDP-43WT	 +	 thapsigargin,	 n=95;	 TDP-43A315T;	
crt-1(bz30),	 n=96;	 TDP-43A315T;	 crt-1(bz30)	 +	 thapsigargin,	 n=100.	 B,	 Thapsigargin	enhanced	 neurodegeneration	 transgenics	 expressing	 TDP-43WT	 at	 days	 1,	 5,	 and	 9	 of	adulthood	 compared	 with	 untreated	 controls.	 The	 suppression	 of	 neurodegeneration	 in	TDP-43A315T;	 crt-1(bz30)	 animals	 was	 lost	 by	 thapsigargin	 treatment	 in	 adult	 day	 9	transgenics.	***p<0.001	versus	TDP-43WT	at	day	1;	****p<0.0001	versus	TDP-43WT	or	TDP-43A315T;	crt-1(bz30).	C,	Thapsigargin	did	not	affect	TDP-43	protein	expression	in	TDP-43WT	or	TDP-43A315T	worms.		 	
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Figure	5.	 Calpain	 and	 aspartyl	 proteases	 facilitate	TDP-43	neuronal	 toxicity.	A,	Null	mutations	 in	 tra-3	 or	asp-4	 suppress	 age-dependent	 paralysis	 in	 TDP-43A315T	 transgenics	compared	 with	 TDP-43A315T	 controls.	 Mutation	 in	 ced-3	 had	 no	 significant	 effect	 on	
	l	
paralysis	phenotypes	compared	with	TDP-43A315T.	p<0.0001	for	TDP-43A315T;	tra-3(ok2207)	or	TDP-43A315T;	asp-4(ok2693)	versus	TDP-43A315T	 transgenic	controls.	TDP-43A315T,	n=90;	TDP-43A315T;	 tra-3(ok2207),	 n=102;	 TDP-43A315T;	 asp-4(ok2693),	 n=79;	 TDP-43A315T;	 ced-
3(ok2734),	 n=96.	 B,	 Neurodegeneration	 was	 significantly	 reduced	 in	 adult,	 day	 9,	 TDP-43A315T	 transgenics	 by	 tra-3	 or	asp-4	 null	mutations	 compared	with	TDP-43A315T	 alone.	A	null	 mutation	 of	 ced-3	 failed	 to	 suppress	 TDP-43A315T	 neurodegeneration.	 ****p<0.0001	versus	TDP-43A315T	at	day	9.	C,	The	suppression	of	TDP-43A315T	-mediated	paralysis	by	tra-3	or	asp-4	was	unaffected	by	 the	addition	of	 thapsigargin.	p<0.0001	 for	TDP-43A315T	versus	TDP-43A315T;	 tra-3(ok2207)	 or	 TDP-43A315T;	 asp-4(ok2693)	 with	 or	 without	 thapsigargin	treatment.	TDP-43A315T,	n=90;	TDP-43A315T;	tra-3(ok2207),	n90;	TDP-43A315T;	tra-3(ok2207)	+	 thapsigargin,	 n=90;	 TDP-43A315T;	 asp-4(ok2693),	 n=90;	 TDP-43A315T;	 asp-4(ok2693)	 +	thapsigargin,	n=90.	D,	Suppression	of	age-dependent	neurodegeneration	in	TDP-43	A315T	transgenics	 by	 tra-3	 or	 asp-4	 mutations	 was	 unchanged	 by	 thapsigargin	 treatment.	****p<0.0001	versus	TDP-43A315T	at	day	9.	E,	Null	mutations	of	tra-3,	asp-4,	or	ced-3	did	not	affect	TDP-43	protein	expression.	F,	The	calpain	inhibitor	MDL-28170	reduced	paralysis	in	TDP-43A315T	 transgenics.	p<0.001	 for	 treated	versus	untreated	TDP-43A315T	 animals.	TDP-43A315T,	n=92;	TDP-43A315T	+	MDL-28170,	n=82.		 	
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Figure	 6.	 TDP-43-mediated	motility	 defects	 require	 tra-3	 and	 asp-4	 in	 the	 nervous	
system.	A,	RNAi	against	tra-3	suppressed	TDP-43A315T-mediated	paralysis.	p<0.05	for	TDP-43A315T	 treated	with	 tra-3(RNAi)	 versus	 TDP-43A315T	 treated	with	 EV	 control	 RNAi.	 TDP-43A315T	 +	 EV,	 n=71;	 TDP-43A315T	 +	 clp-1(RNAi),	 n=71;	 TDP-43A315T	 +	 clp-2(RNAi),	 n=84;	TDP-43A315T	 +	 clp-4(RNAi),	 n=79;	 TDP-43A315T	 +	 tra-3(RNAi),	 n=68;	 TDP-43A315T	 +	 clp-





TDP-43	WT	animals.	There	was	no	significant	suppression	of	TDP-43WT	motility	defects	by	Ca2+	 or	protease	 gene	mutations.	 p<0.001	 for	TDP-43A315T	 versus	TDP-43WT.	TDP-43A315T,	n=81;	 TDP-43WT,	 n=65;	 TDP-43WT;	 crt-1(bz30),	 n=71;	 TDP-43WT;	 itr-1(sa73),	 n=71;	 TDP-43WT;	unc-68(e540),	n=60;	TDP-43WT;	cnx-1(nr2010),	n=61;	TDP-43WT;	tra-3(ok2207),	n=71;	TDP-43WT;	asp-4(ok2693),	n=115.		 	
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Figure	 8.	 Working	 model	 for	 TDP-43	 and	 Ca2+-dependent	 necrosis-like	 neuronal	










































Augmentation	dans	des	modèles	SOD1	de	rat	et	de	souris Inconnu Souris,	Rat Normalisé	par	rapport	à	U6 Koval	et	al.	2013
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via	P2X7	receptor Souris Normalisé	par	rapport	à	U6 Parisi	et	al.	2013
Diminution	chez	les	patietns	ayant	la	SLA	sporadique Cible	l'ARNm	NFL Humain Normalisé	par	rapport	à	let-7a Campos-melo	et	al.	2013
































































































ANNEXE 3 : PROTOCOLE D’IMMUNOMARQUAGE DE TDP-43 SUR C. 
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Annexe 4 : Quantification de sous-types de let-7 dans des cellules lymphoblastoïdes de 
patients ayant la SLA. a. Séquences de let-7a, let-7b et let-7i. En rouge sont indiqués les 
nucléotides sources de changement. (b-d). Quantification de let-7a (b), let-7b (c) et let-7i (d) dans 















Etudes	Cliniques Statut Pays Effets Résultats
Arimoclomol	dans	famille	SOD1 En	cours E.U. Agit	sur	la	voie	de	réparation	des	protéines	endommagées	et	sur	HSP-70 -
Masitinib En	cours Espagne Inhibiteur	de	tyrosine-kinase -
Ibudilast En	cours E.U. Anti-inflammatoire -
VM202	en	intramusculaire En	cours E.U. N.I. -
GDC-0134 En	cours E.U. Neuromodulateur -
Toxine	A	Incobotulinum En	cours Israël Réduit	les	contractions	musculaires	excessives -
CD163	soluble En	cours Danemark Marqueur	inflammatoire -
Nuedexta En	cours E.U. Contient	dextrometorphane	et	quinine.	Inhibe	émotions	involontaires -
Exogabine En	cours E.U. Anticonvulsivant -
Epi-589 En	cours E.U. Antioxydant	et	modulateur	de	la	NADPH	dehydrogénase -
RNS60 En	cours E.U. Module	la	neuroinflammation -






Tocilizumab En	cours E.U. Bloque	le	système	immunitaire	et	la	relâche	de	IL-6 -
Interleukine	-2 En	cours France Inhibiteur	immunitaire
L-Serine En	cours E.U. Active	le	récepteur	NMDA -




complété Monde - -
Transplantation	de	cellules	souches En	cours/	complété Monde - -
Ozanezumab Complété Monde Anticorps	monoclonal	ciblant	la	protéine	NOGO-A






Mécobalamine Complété Japon Favorise	la	synthèse	de	méthionine Négatifs
Mémantine Complété Portugal Antagoniste	des	récepteurs	NMDA -
Immunosuppression Complété E.U. Immunosuppression -
IGF-1 Complété E.U. Facteur	de	croissance Négatifs
Vitamine	D Complété France Antioxydant -
MCI-186 Complété Japon Neuroprotecteur -
Tauroursodeoxycholic Complété Italie Propriétés	neuroprotectives,	antiapoptotiques	et	antioxydantes Bons	résultats
SNN0029	avec	facteur	de	croissance	
VEGF165 Complété Belgique Neuroprotecteur -
SB-509 Complété E.U. N.I. -
Dexpramipexole Complété Monde Neuroprotecteur	et	améliore	les	fonctions	mitochondriales -
R(+)-Pramipexole Complété E.U. Agoniste	dopaminergique -
Hormone	de	croissance Complété Italie Hormone	de	croissance -
Fingolimod Complété E.U. Inhibe	le	système	immunitaire Négatifs
Mexiletine Complété E.U. Diminue	les	symptômes	myotoniques Négatifs
Tirasemtiv Complété E.U. Action	musculaire -
Sodium	Valproate Complété Pays-Bas Actions	sur	le	système	nerveux -
Ceftriaxone Complété E.U. Antibiotique	qui	protège	de	l'excitotoxicité	au	glutamate Négatifs
Vitamine	E Complété Canada Antioxydant -






Annexe 5 : Etudes cliniques portant sur la sclérose latérale amyotrophique des 10 dernières 
années au début 2016. Les résultats négatifs indiquent que les essais cliniques ne se sont pas 
poursuivis pour cause d’effets délétères. N.I., Non indiqué ; IGF-1, Insulin-growth factor -1 ; E.U., 
Etats-Unis ; UK, United-Kingdom ; HSP-70, Heat-shock protein -70 ; NADPH, Nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate ; MAO, Monoamine oxydase ; IL-6, Interleukine -6 ; NMDA, N-































































































































Annexe 6 : Etudes cliniques ayant porté sur les microARNs au début 2016. VIH, Virus 
de l’immunodéficience humaine ; AVC, Accident vasculaire cérébral ; E.U., Etats-Unis ; 
U.K., United Kingdom ; TARBP1, Transactive response RNA-binding protein 1; 
TARBP2, Transactive response RNA-binding protein 2; AGO1, Argonaute 1 ; AGO2, 
Argonaute 2 ; PACT, Protein activator of the interferon-induced protein kinase ; DCRG8, 
DiGeorge syndrome chromosomal region 8 ; RISC, RNA-induced silencing complex. 
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